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I. DETERMINACIÓN DE LA EFICIENCIA DEL EXTRACTO ALCOHÓLICO Y 
LA MACERACIÓN DE LA FLOR DE MUERTO (Tagetes erecta L.) EN EL 
MANEJO DE LA MARCHITEZ BACTERIANA (Ralstonia solanacearum Smith.) 





En los últimos años se han observado problemas con la sanidad de las plantas alrededor del 
mundo, principalmente enfermedades causadas por hongos y bacterias que si no se controlan 
pueden llegar a causar pérdidas para las empresas o propietarios, NOVOPAN DEL ECUADOR 
S.A. posee un patrimonio forestal de más de 7400 hectáreas (Ha) establecidas con Pino (Pinus 
radiata) y Eucalipto (Eucalyptus sp.), mismas que se encuentran en proyectos propios y bajo 
modalidad de convenio distribuidas en cuatro zonas produciendo más de 2 000000 de plantas 
anuales (NOVOPAN, 2018).  
La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum Smith Yabuuchi. es una 
devastadora enfermedad que afecta a varios cultivos, cerca de 54 familias de importancia 
económica a nivel mundial (Naranjo & Martínez, 2013). Las enfermedades causadas por 
Ralstonia solanacearum, Xanthomonas sp y Quambalaria eucalypti son consideradas las 
enfermedades más importantes para el género Eucalyptus dentro de los viveros en zonas cálidas 
ya que las altas temperaturas favorecen al desarrollo de estas (Alfenas et al., 2004).   
La flor de muerto (Tagetes erecta), se reconoce como una planta antagonista, debido a sus 
propiedades, ya que al rotar e incorporar residuos de su flor o al asociarla con cultivos reducen 
especies de nemátodos y fitoparásitos (UNAM s.f.). 
Los extractos botánicos son aquellos obtenidos de las partes de las plantas como: tallos, hojas, 
flores, frutos, raíces y cortezas, pudiendo utilizar toda la planta o solo una parte específica de 
la misma, los cuales presentan metabolitos secundarios con cierta actividad antibacteriana y 
antifúngica. 
Las extracciones alcohólicas son usadas generalmente en mezclas hidroalcohólicas, es uno de 
los elementos más utilizados debido a su actividad antimicrobiana y a la inactivación de 
enzimas. La maceración ha sido usada para extraer los principios activos de las plantas. Es 
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empleada para extracciones sólido  líquido, usando como fase líquida distintos tipos de 
elementos. La maceración en aceites también llamadas oleatos o extractos oleosos son un 
método de extracción de los aceites esenciales y principios activos que contienen las plantas. 
El tamizaje fitoquímico o screening fitoquímico permite determinar cualitativamente los 
principales grupos químicos presentes en una planta mediante reactivos con solventes 
apropiados que nos dan un color o precipitación con una evaluación rápida para orientarnos a 




La afectación a los clones y a las plantaciones por diversos patógenos con el paso del tiempo 
disminuye la producción generando pérdidas, la principal enfermedad es causada por la 
bacteria Ralstonia solanacearum Smith. que causa marchitez, obstruyendo los tejidos 
conductores en las plantas. La empresa NOVOPAN DEL ECUADOR S.A. ha implementado 
diversos estudios y métodos para controlar esta marchitez, sin obtener resultados satisfactorios. 
Actualmente, como una alternativa de solución se evaluó maceraciones de Tagetes erecta L. 
conocida como Flor de Muerto.  
NOVOPAN DEL ECUADOR S.A. es una empresa forestal autosustentable que va camino a 
la excelencia, dedicada a la producción de madera de alta calidad y valor agregado, generando, 
procesando y optimizando el recurso natural con una alta tecnología que satisface las 
necesidades de los clientes.   
Al ser una empresa que cuenta con sus propios viveros y plantaciones han diseñado algunos 
ámbitos de investigación para el control y manejo de plagas que ocasionan pérdidas dentro de 
vivero y plantaciones, en especial para la marchitez bacteriana (Ralstonia solanacearum 
Smith.), misma que es una enfermedad distribuida a nivel mundial siendo considerada una de 
las bacterias fitopatógenas más importantes por su dificultad de control, perjuicios económicos 
que causa y por su amplio rango de hospederos.  
Buscando soluciones para reducir el uso de productos químicos como alternativa de control, 
en este proceso de investigación se trató de encontrar un método de control biológico con la 
finalidad de reducir la cantidad de plantas afectadas por la Marchitez Bacteriana (Ralstonia 
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solanacearum) utilizando un extracto alcohólico y un extracto oleoso de la Flor de Muerto 
(Tagetes erecta L.), y comparando su efectividad con algunos productos químicos que las 





Determinar la eficiencia de la extracción alcohólica y la maceración de la Flor de Muerto 
(Tagetes erecta L.) para el manejo de la Marchitez Bacteriana (Ralstonia solanacearum Smith.) 
en Eucalipto Tropical (Eucalyptus urograndis). 
 
2. Específicos 
 Evaluar diferentes dosis de extracción alcohólica y maceración de la Flor de Muerto T. 
erecta L. en el control de Ralstonia solanacearum Smith en laboratorio. 




1. HIPÓTESIS NULA  H0 
Las diferentes dosis de los extractos de la Flor de Muerto (Tagetes erecta L.) no tienen efecto 
en el control de la Marchitez Bacteriana (Ralstonia solanacearum Smith.). 
 
2. HIPÓTESIS ALTERNATIVA  H1 
Al menos una de las dosis de los extractos de la Flor de Muerto (Tagetes erecta L.) tienen 




III. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 
 
A. EUCALIPTO TROPICAL (Eucalyptus urograndis) 
1. Taxonomía 
Según Mendoza, (2015) & P&C Maderas, (2013); la taxonomía del Eucalipto Tropical (Tabla 
1), es: 
Tabla N° 1. Clasificación taxonómica del Eucalipto Tropical (Eucalyptus urograndis). 
 
Nombre Científico 
Eucalyptus urophylla X Eucalyptus 
grandis o Eucalyptus urograndis H.B.K. 










Especie E. urophylla X E. grandis o E. 
urograndis 
Fuente: (Mendoza, 2015 & P&C Maderas, 2013). 
2. Descripción Botánica 
El Eucalipto urograndis H.B.K. Es un híbrido de Eucalyptus urophylla y Eucalyptus grandis. 
Considerada una especie de rápido crecimiento (mayor a 45 m3/Ha/año). Crece normalmente 
35 metros de altura, en ocasiones alcanza los 50 metros con diámetros de 30 cm a 1.5 metros 
(Mendoza, 2015). 
Los híbridos heredan las características de sus padres de una manera intermedia. Dado que se 
hereda tanto lo bueno como lo malo, es muy recomendable utilizar los mejores genotipos como 
padres. Asociado aparece el concepto de superioridad híbrida, término usado en producción 




combina características deseadas de ambos padres y heterosis o vigor híbrido (debida a genes 
de acción no aditiva), toda vez que el híbrido es superior, generalmente en términos de 
crecimiento, a la medida de los padres (Vargas, 1982). 
3. Características de la Planta 
Es un árbol alto con suave corteza, áspera en la base fibrosa o escamosa, de color gris a gris-
marrón. En la madurez, que alcanza los 50 metros de alto, aunque los ejemplares más grandes 
pueden superar los 80 de altura (Rivera, 2015) (Figura N° 1). 
Esta especie florece entre abril y mayo. Aproximadamente 3' 000 000 de semillas por 
kilogramo. Empiezan a germinar a los 5 días con un 60% de porcentaje de germinación (Rivera, 
2015). 
 
Figura N° 1. Árboles de Eucalipto Tropical (Eucalyptus urograndis). 
Fuente: (Ecuadorforestal, 2012). 
4. Desarrollo de la Planta 
Se encuentra principalmente en terrenos planos y laderas más bajas, donde es el árbol 
dominante de los bosques húmedos y en los márgenes de las selvas tropicales. Precipitación 
anual varía desde 1100 hasta 3500 mm. Se da mejor en suelos limo fértil o franco-arcilloso, 
pero también se desempeñará bien en suelos arenosos ligeros, siempre que estos son lo 







5. Distribución Geográfica 
En el Ecuador el Eucalyptus urograndis se encuentra plantado en la provincia de Esmeraldas 
en una superficie inicial de 1 000 ha en la zona de Muisne, Tonchigue y Sua (Ecuadorforestal, 
2012). 
Originario de Australia y Tasmania, es un grupo de rápido crecimiento, en el que se cuentan 
cerca de 700 especies distribuidas en regiones, especialmente de climas mediterráneos, 
tropicales o subtropicales, Se localiza también en México, Brasil, Guatemala, Nicaragua, Costa 
Rica, Colombia, Ecuador y Chile (P&CMaderas, 2013). 
6. Usos 
Productos especializados: Las flores producen néctar para la producción de miel o polen tiene 
valor para la apicultura. Uso urbano: una buena planta ornamental. Productos de madera: 
madera para pulpa (astillas de madera para pasta de papel) o rayón, construcción de barcos, 
cajas, jaulas, suelos (incluyendo parquet), construcción pesada, la leña de alta calidad, el carbón 
industrial, paneles, postes (construcción, transporte, apilamiento), especialidad de la madera 
para los muebles de calidad (Rivera, 2015).   
Su madera es utilizada para celulosa, postes de alumbrado, trozas para aserrados, puntales para 
construcción civil, fabricación de postes, suelos de parquet, soportes en minas, tableros de 
fibras, biomasa para energía, tutores para tabaco, para construcción de ranchos y cercos 
(P&CMaderas, 2013). 
7. Propiedades Organolépticas de la Madera 
Según Ecuadorforestal (2012). 
 Color: amarillo pálido. 
 Veteado: poco diferenciado. 
 Textura: mediana. 
 Grano: recto a entrecruzado. 
 Olor: no distintivo, algo parecido a tanino. 




 Brillo: mediano. 
 Durabilidad: Se están efectuando pruebas de individuos de las plantaciones de Esmeraldas. 
Sin embargo, literatura menciona que la albura no es muy durable, y el duramen lo es mejor. 
 Trabajabilidad: Responde adecuadamente a cepillado, taladrado, enclavado. 
8. Propiedades Físicas y Mecánicas 
Según Ecuadorforestal (2012). 
 Densidad aparente: de 450 a 550 kg/m3 – liviana. 
 Dureza: 300 a 500-blanda. 
 Flexión: resistente. 
 Compresión: muy resistente. 
 Tracción: resistente. 
 Arrancamiento de clavos y tornillos: muy bueno. 
 Pulido: necesita cuidado. 
 Preservación: acepta preservantes sin mayor dificultad. 
 Buen comportamiento y resistencia al fuego. 










9. Requerimientos Climáticos y Edáficos 
Según Ecuadorforestal (2012). Los requerimientos del Eucalipto Tropical (Eucalyptus 
urograndis) (Tabla N° 2) son: 
Tabla N° 2. Muestra los requerimientos del Eucalipto Tropical (Eucalyptus urograndis). 
Altitud 0  2 000 msnm 
Precipitación 800  1 200 mm 
Temperatura 24° C 
Requerimientos 
Edáficos. 
Requiere suelos franco  arcillosos, no compactados, 
profundos, que mantengan buen drenaje. 
Fuente: (Ecuadorforestal, 2012). 
10. Plagas y Enfermedades 
Varias enfermedades atacan al cultivo de eucalipto, prevaleciendo aquellas causadas por 
hongos. Las enfermedades causadas por bacterias han incrementado su importancia a nivel 
mundial. Las bacterias fitopatógenas en eucalipto pueden causar: I) manchas foliares, II) tizón 
apical y III) marchitamiento vascular (Palladino, Pérez, & Pérez, 2016). 
Estas enfermedades representan un riesgo potencial en la producción forestal, han sido 
reportadas en diversas zonas climáticas del mundo causando graves pérdidas económicas, tanto 
en vivero como en campo (Palladino, Pérez, & Pérez, 2016). 
Las manchas foliares bacterianas han sido asociadas a los géneros: Xanthomonas, 
Pseudomonas, Erwinia, Pantoea y Rhizobiaceae, siendo Xanthomonas axonopodis la especie 
predominante. El tizón bacteriano puede ser causado por distintas especies bacterianas: 
Erwinia psidii, Pantoea ananatis, Enterobacter cowanii, Xanthomonas campestris y X. 
vasicola. Mientras que el marchitamiento vascular ha sido asociado a Ralstonia solanacearum 










Las bacterias o procariotas, son microorganismos unicelulares que se reproducen por fisión 
binaria (división simple). Muchos tienen vida libre. Contienen información genética, sistemas 
de producción de energía y sistemas biosintéticos necesarios para el crecimiento y 
reproducción (Pírez, 2002). 
Las bacterias presentan una amplia diversidad de tamaños, que va desde 0.5 a 2 micrómetros y 
algunas pueden llegar a 10 micras. No son visibles por supuesto al ojo humano y se visualizan 
con microscopio óptico (MO) o electrónico (ME) (Pírez, 2002). 
En cuanto a morfología pueden ser observadas dos clases de colonias: una es fluida (mucoide) 
debido a su abundante producción de polisacárido extracelular (EPS), lisa, irregular y redonda; 
mientras que la otra es una colonia mutante de apariencia seca, redonda, translúcida, rugosa y 
no fluida (Kelman, 1954). 
Las diferencias entre los tipos de colonias y niveles de virulencia están relacionadas con la 
presencia y cantidad del mucopolisacárido extracelular que produce la bacteria (Kelman., 
Sequeira, 1965). 
1. Bacterias Gram Positivas 
Son aquellas que se tiñen de azul oscuro o violeta por la tinción de Gram. Esta característica 
química está íntimamente ligada a la estructura de la envoltura celular, por lo que refleja un 
tipo natural de organización bacteriana (Montero, 2019) (Figura N° 2 y Figura N° 4).  
Las bacterias Gram positivas poseen una pared celular interna y una pared de peptidocluno, no 
cuentan con una membrana externa, no tienen espacio periplasmático ni lipopolisacárido, y son 
capaces de retener la tinción azul (Montero, 2019). 
2. Bacterias Gram Negativas 
Son aquellas que no se tiñen de azul oscuro o de violeta por la tinción de Gram, y lo hacen de 
un color rosado tenue (Aosbot, 2019) (Figura N° 3 y Figura N° 5). 
Poseen una pared celular más completa, tienen membrana externa que forma un saco rígido 
alrededor de la bacteria, tienen espacio periplasmático entre la superficie externa de la 
membrana citoplasmática y la interna de la membrana externa y contiene lipopolisacárido. Las 





Figura N° 2. Bacilos Gram Positivos. 
Fuente: Aparicio, 2014. 
 
Figura N° 3. Bacilos Gram Negativos. 
Fuente: Aparicio, 2014. 
 
Figura N° 4. Cocos Gram Positivos. 
Fuente: Aparicio, 2014. 
 
Figura N° 5. Cocos Gram Negativos. 
Fuente: Aparicio, 2014. 
 
C. TINCIÓN GRAM 
La tinción de Gram o coloración de Gram es un tipo de tinción diferencial empleado 
en bacteriología para la visualización de bacterias (Figura N° 6). Se utiliza tanto para poder 
referirse a la morfología celular bacteriana, como para poder realizar una primera aproximación 
a la diferenciación bacteriana, considerándose bacterias grampositivas a las que se visualizan 
de color morado, y bacterias gramnegativas a las que se visualizan de color rosa, rojo o grosella 
(Aosbot, 2019) (Anexo N° 1 y Anexo N° 2). 
 
Figura N° 6. Tinción GRAM de Ralstonia solanacearum. 




D. MARCHITEZ BACTERIANA (Ralstonia solanacearum Smith.) 
1. Taxonomía 
Según MAGAP (2013). La taxonomía de la Marchitez Bacteriana (Tabla N° 3), es: 
Tabla N° 3. Clasificación taxonómica de la Marchitez Bacteriana (Ralstonia solanacearum). 
Dominio Bacteria 
Filo Proteobacteria 




Especie Ralstonia solanacearum race 2 (Smith 1896) 
Yabuuchi et al., 1996 
Nombre Común Enfermedad del Moko 
Fuente: (MAGAP, 2013). 
2. Características de la Bacteria 
Es una bacteria de suelo Gram-negativa patógena de las plantas. Coloniza el xilema, causando 
una marchitez bacteriana o pudrición parda en una amplia gama de plantas huésped (Francisco, 
2008.). 
Es una bacteria Gram-negativa, no fluorescente. Si bien las colonias no son fluorescentes 
pueden presentar un pigmento castaño en medios de cultivo complejos (Denny y Hayward, 
2001). 
No hidroliza gelatina o lo hace muy débilmente, ni almidón, reduce nitratos, produce gas, oxida 








Ralstonia solanacearum es un bacilo móvil de 0,5- 0,7 µm x 1,5-2,5 µm con flagelo polar (uno 
o cuatros cuando se presentan), aeróbicos estrictos. La bacteria se multiplica fácilmente en el 
hospedante, pero es de lento crecimiento in vitro, en relación con otros patógenos bacterianos. 
Pierde fácilmente patogenicidad en medios de cultivos (French et al., 1995). Sin embargo, el 
organismo se puede mantener por años en agua destilada estéril a temperatura ambiente (Shew 
& Lucas, 1991) (Figura N° 7).  
 
Figura N° 7. Bacteria Ralstonia solanacearum. 
Fuente: (Guarischi-Sousa et al., 2016). 
3. Descripción Morfológica 
El moko bacteriano causado por la bacteria Ralstonia solanacearum raza 2 Smith, es una 
bacteria Gram-negativa, en forma de bacilo, con dimensiones de 0.5 a 0.7 µm. x 1.5 a 2.5µm, 
móvil, con uno a cuatro flagelos de las cepas, varía con el tipo de colonia y edad del cultivo 
(MAGAP, 2013). 
El organismo causal de esta enfermedad llamada marchitez bacteriana (Ralstonia 
solanacearum) (ex Pseudomonas solanacearum) o podredumbre parda, es un bacilo Gram 
negativo con un flagelo polar. Esta bacteria vive en el suelo (Smith et al., 1995). 
4. Epidemiología 
El principal efecto fisiológico que causa (Ralstonia solanacearum) en sus hospederos se 
denomina marchitez, que se da cuando las hojas pierden turgencia y decaen junto con toda la 
planta, debido a una obstrucción de los tejidos conductores que transportan el agua y nutrientes 
a través del tallo (Gabor & Wiebe, 1997). 
La bacteria patógena afecta al sistema vascular de la planta, al tener la capacidad de distribuirse 
en forma sistémica desde el rizoma infectado hasta la flor masculina. El moko puede iniciarse 




enfermos. Las plantas que se desarrollan a partir de dicho material enfermo, pueden llegar a 
producir racimos, donde la flor masculina contiene gran cantidad de bacterias que fluyen a 
través de las heridas que dejan las brácteas de las bellotas al caerse. Este flujo de látex 
contaminado puede ser adquirido por los insectos que lo transportan desde las plantas enfermas 
hacia flores de plantas sanas (MAGAP, 2013).  
En este caso, la infección se inicia a partir de las flores hasta llegar a alcanzar el pseudotallo, 
rizoma y finalmente las raíces. La transmisión de moko puede ocurrir también cuando las raíces 
enfermas se entrecruzan con las plantas sanas o por medio de las herramientas contaminadas 
que se emplean en las diferentes labores culturales, como deshoje y deshije principalmente 
(MAGAP, 2013).  
La bacteria puede sobrevivir en suelo meses e incluso varios años, en las raíces de los 
hospederos, esto depende de las condiciones ecológicas y flora prevalente en cada sitio. Es 
necesario tener en cuenta que puede haber un gran número de arvenses en el lote infectadas por 
la bacteria, pero con reacción asintomática (MAGAP, 2013). 
5. Afección 
La marchitez bacteriana causada por Ralstonia solanacearum Smith Yabuuchi, es una 
enfermedad que se encuentra distribuida a nivel mundial y afecta a cientos de especies de 
plantas en 54 familias (Naranjo & Martínez, 2013). 
El marchitamiento vascular bacteriano fue reportado por primera vez en Brasil en 1983 
(Palladino, Pérez, & Pérez, 2016).  
Esta especie es considerada una de las bacterias fitopatógenas más importantes del mundo 
debido a los grandes perjuicios económicos que causa, la dificultad de control, su amplia 
distribución geográfica, y al amplio rango de hospederos que posee (Hayward, 2000). 
Ralstonia solanacearum es afectada por la temperatura, la humedad del suelo y otros factores 
físicos y químicos del suelo, siendo más favorables las temperaturas altas de 28 °C a 35°C 
(Iglesia, 2008). En climas fríos (menos de 18°C), y en altitudes superiores a 2 500 msnm, la 
bacteria crece muy lentamente y convive en el cultivo, como infección latente, sin ocasionar 
daños aparentes ni presentar síntomas visibles (Delgado et al., 1999). 
Situación similar se genera en el microclima de viveros clonales, donde se alternan períodos 




multiplicación de las bacterias, desarrollándose así varios ciclos de la enfermedad (Mafia et al., 
2012). 
La marchitez bacteriana ocasionada por R. solanacearum presenta una amplia distribución 
geográfica, es generalizada en todas las regiones templadas, tropicales, subtropicales y cálidas 
del mundo (Mafia et al., 2012). 
Ralstonia solanacearum presenta un amplio rango de hospederos, siendo capaz de causar 
enfermedad en más de 200 especies de plantas, englobando aproximadamente 50 familias 
botánicas (Hayward, 2000 & Mafia et al., 2012). 
6. Sintomatología 
Los síntomas iniciales de amarillamiento leve se observan primero en un solo lado de la hoja 
o en una rama y no en la siguiente (Francisco, 2008). 
Los síntomas avanzados son la marchitez severa y la sequedad, que preceden a la muerte de la 
planta. Los haces vasculares se oscurecen (Francisco, 2008) (Figura N° 8). 
Ralstonia solanacearum, se manifiesta con un amarillamiento previo a un enrollamiento en las 
horas más cálidas del día; los peciolos se encorvan hacia abajo como si la marchitez fuera 
debida a la falta de agua; la enfermedad al evolucionar, la marchitez de la parte aérea es en un 
principio unilateral identificando una coloración parda de los tejidos vasculares al realizar un 
corte trasversal en el tallo. Es importante señalar que esta marchitez puede ser confundida con 
los síntomas provocados por la bacteria Gram positiva Clavibacter michiganensis subsp. 
Sepedonicum (Podredumbre anular). Sin embargo, se puede diferenciar ya que R. 
solanacearum produce la marchitez del follaje verde, mientras que C. michiganensis, induce la 





Figura N° 8. Síntomas de Ralstonia solanacearum en Eucalipto. 
Fuente: (Palladino, Pérez, & Pérez, 2016). 
7. Ciclo de la Enfermedad  
Ralstonia solanacearum es capaz de sobrevivir en el suelo o en residuos de la rotación previa. 
Esta bacteria puede diseminarse a largas distancias por medio de material propagativo 
infectado, o diseminarse a cortas distancias por herramientas e insectos (Mafia et al., 2012). 
La infección ocurre a través de heridas en el sistema radicular, siendo favorecida por alta 
temperatura y humedad en el suelo. Por esta razón, la mayor intensidad de la enfermedad ocurre 
en veranos lluviosos (Alfenas et al., 2009). 
Ralstonia solanacearum, infecta una planta y penetra por el sistema de absorción radicular y 
entra en el sistema vascular, distribuyendose a los vasos del tejido xilémico (tubo conductor) 
de forma vertical u horizontal (Watanebe, 2006). La bacteria se dispersa principalmente a 
través del suelo, sobreviviendo en este medio por largos periodos de tiempo. Además, es 
posible su transmisión por medio del agua, equipo o por materiales infectados. El desarrollo de 
la enfermedad depende de (temperatura y de humedad), las temperaturas de 25º C favorecen la 
multiplicación bacteriana (Rueda et al., 2014). 
8. Manejo de la Enfermedad 
En la práctica las enfermedades son controladas con productos químicos con base en hidróxido 
de cobre  (Torres et al., 2014). 
El uso de semilla sana y la siembra en suelos libres del patógeno son los principales 




integrado puede tener éxito para reducir la incidencia de la R. solanacearum, e incluso 
erradicarla. (Rueda et al., 2014). 
Si un cultivo ha sido infectado con R. solanacearum, se debe evitar la siembra de cultivos 
hospedantes por lo menos durante dos años. Se puede efectuar una rotación con cereales o 
pastos para eliminar el inóculo del suelo. La duración de la rotación necesaria para eliminar el 
inóculo varía, ya que la supervivencia de R. solanacearum en el suelo depende de las 
condiciones ambientales (temperatura, humedad) y de las características del suelo (factores 
bióticos y abióticos) (Rueda et al., 2014). 
9. Fisiología 
R. solanacearum E.F. Smith es muy sensible a la desecación y es inhibida en cultivo de 
bacterias con concentraciones bajas (2%) de cloruro de sodio (NaCl). Para la mayoría de las 
cepas, la temperatura óptima de crecimiento es entre 28 y 32° C; sin embargo, algunas cepas 
tienen una temperatura óptima de crecimiento más baja de 27° C (Champoiseau, 2009). A 
través de las pruebas de tinción de Gram y KOH al 3% se determina y confirma que R. 
solanacearum es una bacteria Gram negativa (López, Segovia, & Morán, 2016). 
10. Métodos de Control 
El marchitamiento bacteriano por la naturaleza sistémica de las infecciones dificulta su control. 
Una vez establecida la enfermedad en el campo, el control del patógeno es difícil (Palladino, 
Pérez, & Pérez, 2016). 
11. Transmisión 
La bacteria se transmite por: 
 El agua que fluye entre los surcos y de un campo a otro y también por contacto entre raíces 
(Francisco, 2008). 
 Material vegetativo: El movimiento de cormos, rebrotes o hijos para resiembra pueden 
fácilmente dispersar la enfermedad (MAGAP, 2013). 
 Insectos vectores: Llegan a las frutas afectadas y trasladan el inóculo a plantas sanas 
(MAGAP, 2013). 
 Suelo contaminado: En zapatos, botas e inclusive maquinaria, se puede trasladar suelo 
contaminado con la bacteria hacia sitios libres de la enfermedad (MAGAP, 2013).  





 Herramientas: Los machetes, chuzas de deshoja, chuzo de apuntalar y cuchillos, pueden 
transmitir el patógeno (MAGAP, 2013).  
 Malezas: Algunas malezas son excelentes hospederos alternos de la bacteria y pueden 
contribuir con su supervivencia y dispersión (MAGAP, 2013). 
 
12. Medios de cultivo de la bacteria 
Al aislar la bacteria en medios de cultivos sólidos, se puede observar dos clases de colonias; 
las colonias de tipo normal o virulento que son blancas o color crema, irregularmente redondas, 
fluidas, y opacas; y las colonias de tipo mutante o no virulentas que son uniformemente 
redondas, más pequeñas y secas. La diferencia entre las clases de colonias y niveles de 
virulencia es debido a la presencia y cantidad de polisacárido extracelular producido por la 
bacteria (López, Segovia, & Morán, 2016). 
Para aislar la bacteria in vitro se debe recurrir a medios de tetrazolio. Las técnicas de 
metabolismo con disacáridos y alcoholes hexosa son una excelente estrategia para caracterizar 
al patógeno con relación al biovar (Vivas et al., 2009). 
 
Figura N° 9. Aislamiento de Ralstonia 
solanacearum color blanquecino. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 10. Aislamiento de Ralstonia 
solanacearum color rojizo. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Medio de Kelman, Agar Nutritivo, Caldo Papa Dextrosa (Remache, 2018). 
En medio PDA (Papa-Dextrosa-Agar), las colonias aisladas de R. solanacearum son de color 




El medio de cloruro de tetrazolio (TZC) permite diferenciar las dos clases de colonias, en el 
cuál colonia virulenta aparecen color blanco con centros rosa y colonias no virulentas aparecen 
de color rojo oscuro (Champoiseau, 2009) (Figura N° 10). 
13. Fisión Binaria 
Es una manera de reproducción asexual que se lleva a cabo en arqueas y bacterias. Consiste en 
la duplicación del ADN, seguida de la división del citoplasma (citocinesis), dando lugar a dos 
células hijas. La mayor parte de las bacterias se reproducen por bipartición, lo que produce una 
tasa de crecimiento exponencial (Ortisa, 2019) (Figura N° 11). 
El ADN bacteriano tiene tasas de mutación elevadas. De esta manera, la rápida reproducción 
bacteriana da amplias oportunidades para que se produzcan nuevas cepas capaces de desarrollar 
resistencia a antibióticos y les ayuda a proliferar en una gran variedad de ambientes (Ortisa, 
2019). 
 





14. Especies Arbóreas Hospederas de Ralstonia solanacearum 
 
Figura N° 12. Especies Arbóreas Hospederas de Ralstonia solanacearum. 




E. MEDIDAS FITOSANITARIAS PARA EL CONTROL DE LA MARCHITEZ 
BACTERIANA 
El concepto de medida fitosanitaria representa el conjunto de actividades utilizadas para 
eliminar o controlar las plagas (virus, bacterias, hongos, insectos, nematodos) en los cultivos 
(Rivas & Flores, 2012). 
La marchitez bacteriana es difícil de controlar ya que no se conocen actualmente productos 
químicos que, aplicados en las plantas antes o después de ocurrida la infección por la bacteria, 
eviten el desarrollo de la misma. Los únicos productos disponibles son antibiótico y fumigantes 
que, aplicados al suelo antes de sembrar el cultivo, reducen la incidencia de la enfermedad. Es 
necesaria la aplicación integrada de estrategias de combate que sea práctico y razonable 
utilizarlas para mejorar los niveles esperados de control (FHIA et al., 2014). 
 
1. CONTROL QUÍMICO 
El control químico de enfermedades en plantas hace referencia al uso de sustancias tóxicas, de 
síntesis química, con acción biocida, con el objetivo de matar o controlar los patógenos que 
afectan los cultivos, se basa en la mayoría de los casos en la aplicación de fungicidas y en 
menor grado de bactericidas y nematicidas (Rivas, Flores, 2012).  
 Bactericidas y fumigantes. 
 Hipoclorito de sodio.   
 
2. CONTROL FÍSICO 
El control físico consiste en la utilización de algún agente físico como la temperatura humedad, 
insolación, fotoperiodismo y radiaciones electromagnéticas, en intensidades que resulten 
letales para las plagas. El fundamento del método es que las plagas sólo pueden desarrollarse 
y sobrevivir dentro de ciertos límites de intensidad de los factores físicos ambientales; más allá 
de los límites mínimos y máximos, las condiciones resultan letales. Por ejemplo: La 






3. CONTROL BIOLÓGICO 
Es el uso de microrganismos vivos para el control de patógenos, a través de diferentes tipos de 
antibiosis. El uso de microorganismos benéficos ha incrementado su interés y demanda como 
alternativa en el manejo integrado de patógenos de importancia económica, debido a las 
muchas restricciones en el uso de productos químicos (López, Segovia, & Morán, 2016). 
 Trichoderma spp.  
 Microorganismos de montaña.  
 Enmiendas al suelo.  
 Ceniza.   
 Bocashi.  
 Inducción de resistencia.  
 Ácido salicílico.  
 
F. EXTRACTOS VEGETALES 
Son sustancias que se extraen de la planta seca y que, en forma concentrada, poseen su virtud 
característica. De manera informativa equivale a preparar un jugo, en el que se adiciona agua 
destilada u otro medio y las plantas medicinales. (Figura N° 13). Por lo general se consideran 
tres tipos de extractos (SENA, 2006):  
 Los extractos fluidos que son aquellos en los que el volumen del líquido del extracto es 
igual al volumen de la planta seca que se haya usado (SENA, 2006). 
 Los extractos blandos son a los que se les ha retirado el agua parcialmente hasta tener una 
consistencia de ungüento (SENA, 2006). 
 Los extractos secos que son a los que se les ha retirado en su totalidad el agua y su, 





Figura N° 13. Extractos vegetales de Tagetes erecta. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
1. Maceración 
La maceración es un proceso de extracción sólido  líquido, donde la materia prima posee una 
serie de compuestos solubles en el líquido de extracción que son los que se pretenden extraer 
(López, s.f). 
Con mortero o piedra y luego se mezcla con el alcohol o el licor. Finalmente, decantar, filtrar 
y envasar (SENA, 2006). 
Proceso que se asemeja a la extracción por disolvente, la diferencia es que el material 
permanece varios días sumergido (Rosales, 2014). 
Generalmente el agente que se utiliza como extractante es el agua, aunque pueden ser empleado 
en dicho proceso otros líquidos, como el vinagre, alcohol (etanol), vinos, jugos, aceites 
vegetales solos o aderezados con otros ingredientes que enriquecen y otorgan características 
especiales a la extracción de la materia prima en el líquido (Balles, 2019). 
2. Alcohólica 
El producto más selectivo para extracciones es el alcohol debido a actividad antimicrobiana y 
a la inactivación de enzimas, es usado en especial para mezclas hidroalcohólicas (Tapia, s.f.). 
Se obtiene macerando plantas frescas en alcohol (Anexo N° 3) (SENA, 2006). 
El alcohol disuelve glicósidos, aceites esenciales, resinas, alcaloides, bálsamos, etc., pero no 





Un oleato es un método de extracción de los aceites esenciales y principios activos que 
contienen las plantas aromáticas y medicinales utilizando la maceración en diferentes clases de 
aceites (Anexo N° 4) (Jana, 2017). 
Los más usados suelen ser el aceite de oliva, aceite de almendras dulces y aceite de girasol. 
Dependiendo del producto que se quiera conseguir se usará un aceite u otro (Jana, 2017).  
 
G. FLOR DE MUERTO (Tagetes erecta L.) 
1. Taxonomía 
Según Ricardogs (2005). La taxonomía de la Flor de Muerto (Tabla 4), es: 










Especie Tagetes erecta L., 1753 
Fuente: (Ricardogs, 2005). 
2. Nombres Comunes de la Flor de Muerto 
Se la conoce como: Tagete, Clavel de moro, Clavelón africano, Clavelón de la India, 
Clavelón, Claveles de las Indias, Rosa de la India, Clavel chino, Damasquino, Damasquina, 
Clavel de China, Clavel turco, Marigold, Cempasúchil (Infojardin, 2017). 
3. Características de la Planta 
Es una especie de la familia Asteraceae, nativa de México, donde se encuentra en estado 




Potosí, Sinaloa, Tlaxcala, Oaxaca, Jalisco y Veracruz. También se encuentra en los otros países 
de América Central. Pese a su origen americano, en inglés es conocida como African Marigold 
(Ricardogs, 2005) (Figura N° 14). 
Planta herbácea anual o perenne, de días cortos cuya altura oscila entre 30 hasta 110 cm. La 
raíz es cilíndrica, pivotante, con un sistema ramificado fibroso y poco profundo. El tallo es 
estriado a veces acostillado, liso o ligeramente con vellosidades, cilíndrico, ovalado y de 
herbáceo a ligeramente maderable, con canales de resina en la corteza, son aromáticos al 
estrujarse. Hojas opuestas en la parte inferior, alternas en la parte superior, hasta de 20 cm de 
largo, pinnadas, compuestas de 11 a 17 foliolos, lanceolados a linear-lanceolados, de hasta 5 cm 
de largo y 1,5 cm de ancho, agudos a acuminados, aserrados a subenteros, los inferiores de 
cada hoja frecuentemente setiforme (en forma de hilos), los superiores a veces completamente 
setiformes; con glándulas redondas abundantes (Ricardogs, 2005). 
La principal característica de las flores es que están agrupadas en cabezuelas o en 
inflorescencias solitarias, sobre pedúnculos de hasta 15 cm de largo, son liguladas de colores 
amarillo a rojo. En las flores del disco: 150 a 250 en las cabezuelas sencillas, en las «dobles» 
muestra diferentes grados de transformación en lígulas, corolas amarillas a anaranjadas, de 8 a 
10 mm de largo. Los frutos y semillas son: aquenios lineares de 7 a 10 mm de largo, lisos o 
ligeramente cubierto de pelitos rígidos en los ángulos. Posee un largo periodo de floración que 
se extiende durante todo el verano y el otoño. Se reproduce fácilmente por semillas (Ricardogs, 
2005). 
4. Necesidades 
La especie Tagetes erecta se desarrolla mejor en suelos con pH ácido, neutro o alcalino. Su 
parte subterránea crece con vigor en soportes con textura arenosa, franca, arcillosa o muy 
arcillosa, éstos se pueden mantener generalmente secos o húmedos. Teniendo en cuenta la 
información anterior, tendremos que adecuar los riegos a un punto intermedio (intentando 
mantener la humedad del suelo estable) teniendo en cuenta factores tales como: temperatura, 
exposición al sol, humedad ambiental, textura del soporte, etc. No tolera los encharcamientos, 
por lo que la zona de plantación debe estar muy bien drenada (Pérez, 2013).  
En cuanto a sus necesidades lumínicas, podemos aseverar que es muy exigente, sólo puede 
situarse en un lugar con exposición directa al sol para no repercutir negativamente en su 




Con respecto a su dureza contra condiciones adversas podemos decir que los rangos mínimos 
de temperaturas son de -7º C (20 º F) a -1º C (30 º F), no llegando a sobrevivir a las heladas y 
su tasa de crecimiento en condiciones óptimas es media (Pérez, 2013). 
 
Figura N° 14. Flor de Muerto (Tagetes erecta). 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
5. Usos 
Posee usos decorativos, medicinales, alimenticios. A nivel industrial, destaca el uso de la flor 
de cempasúchil para la obtención de colorantes, a partir de los carotenos presentes en las flores 
(UNAM, s.f.). 
Los usos medicinales son los siguientes: aromaterapéuticos, digestivos, diuréticos, emenagogo 
(que provoca o favorece la menstruación), laxante, sedante, tratamientos estomacales, 
vermífugos (antiparasitario) (Pérez, 2013). 
Sirve para enfermedades de tipo respiratorias como tos, fiebre, gripe y bronquitis. Todas las 
patologías se combaten con esta planta elaborando infusiones de sus flores y raíces (Mederos, 
2019). 
Poseen propiedades naturales de repulsión de insectos y nemátodos. También pueden 
elaborarse insecticidas caseros a partir de esta planta que pueden ser utilizados para la 
fumigación de plantas atacadas por plagas (Mederos, 2019). 
(Gómez & Zavaleta, 2001) la asociación de cultivos con la “flor de muerto”, como se le conoce 





6. Distribución y Hábitat 
El área de origen de Tagetes erecta es Mesoamérica entre México y Centroamérica. En México, 
se encuentra en estado silvestre principalmente en los estados de: Aguascalientes, Chiapas, 
Campeche, Coahuila, Colima, Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, 
Jalisco, Estado de México, Morelos, Nayarit, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis 
Potosí, Sinaloa, Sonora, Tabasco, Tamaulipas Tlaxcala, Oaxaca, Veracruz, Yucatán y 
Zacatecas. También se encuentra en los países de América Central y el Caribe: Belice, Bolivia, 
Colombia, Costa Rica, Cuba, Ecuador, El Salvador, Guatemala, Guyana, Honduras, Jamaica, 
Nicaragua, Panamá, Puerto Rico y Venezuela (Ricardogs, 2005). 
En su forma silvestre se encuentran en la cuenca del Balsas y el occidente de México y habita 
en diversos tipos de ecosistemas, como selvas tropicales de hoja caduca, bosques espinosos, 
bosques de niebla y bosques de pino-encino. En estado silvestre se le encuentra como escapada 
de cultivo en lugares fuertemente perturbados en altitudes de 800-2300 m. Como especie 
introducida (cultivada) se puede encontrar en China, India, Zambia, Sudáfrica y Australia 
(Ricardogs, 2005). 
7. Importancia de Tagetes erecta 
Es una especie de notable importancia económica, de sus flores secas y reducidas a polvo se 
obtiene un colorante para alimentos mediante extracción con solvente. El aceite esencial que 
se obtiene de la planta, de olor penetrante, se utiliza en pequeñas cantidades, en variados 
alimentos como aromatizante y exaltador de sabores, y también en la industria de los 
cosméticos (Puccio, s.f.). 
El componente económicamente más importante obtenido de las flores, es la luteína, un 
carotenoide del cual esta especie es la principal fuente y del cual son conocidas las propiedades 
antioxidantes y protectoras de la vista (Puccio, s.f.) (Figura N° 17). 
Otro uso de la Tagetes erecta es como antiparasitario natural, particularmente eficaz contra 
los nematodos que infectan el terreno y provocan graves daños a la agricultura; intercalar un 
cultivo de Tagetes puede abatir la población de nematodos en más del 90%. Las raíces a su 
vez exudan una sustancia que atrae a varias especies de nematodos que, una vez penetrados, 






Figura N° 15. Luteína Extraída de la Flor de Muerto (Tagetes erecta). 
Fuente: (MT Healthcare, 2019). 
8. Química de la Flor de Muerto 
Los pétalos de las flores de cempasúchil son ricos en carotenoides, pigmentos naturales que 
van del amarillo al rojo. La estructura química de los carotenoides está formada de un esqueleto 
de 40 carbonos, conformado por unidades de isopreno. Los carotenoides hidrocarbonados se 
llaman carotenos, en tanto que los derivados oxigenados se denominan xantofilas. Una 
xantofila presente en los pétalos de cempasúchil es la luteína, con amplio poder antioxidante 
(UNAM, s.f.) (Figura N° 15). 
 
Figura N° 16. Muestra la estructura de la Luteína. 











Asimismo, el aceite esencial de la planta Tagetes erecta es rico en monoterpenos, compuestos 
químicos caracterizados por presentar diez átomos de carbono, y por lo tanto, dos unidades de 
isopreno (UNAM, s.f.) (Figura N° 16). 
 
Figura N° 17. Muestra la estructura del Isopreno. 
Fuente: (UNAM, s.f.). 
 
H. TAMIZAJE FITOQUÍMICO 
Permite determinar cualitativamente los principales grupos de constituyentes químicos 
en una planta y orientar la extracción y/o el fraccionamiento de los extractos para el 
aislamiento de los grupos de mayor interés (Guerrero, 2014) (Figura N° 18). 
 
Figura N° 18. Tamizaje fitoquímico de los extractos alcohólicos de Tagetes erecta. 







IV. MATERIALES Y MÉTODOS 
 
A) CARACTERIZACIÓN DEL LUGAR 
1. Localización del Estudio 
Los ensayos de la investigación se realizaron en el laboratorio de fitopatología de la Facultad 
de Recursos Naturales, en los laboratorios de Ecología Natural y Aplicada, de Productos 
Naturales, de Tecnología Farmacéutica y de Análisis Bioquímico y Bacteriológico de la 
Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. 
2. Ubicación Geográfica 
La Escuela Superior Politécnica de Chimborazo se encuentra ubicada en la Panamericana Sur 
km 1 ½ Riobamba – Ecuador (Figura N° 19). 
El laboratorio de la Facultad de Recursos Naturales se ubica a 2831 msnm, 1°39'05''S, 
78°41'00''W (Anexo N° 5). 
Los laboratorios de la Faculta de Ciencias se ubican a 2817 msnm, 1°39'20''S, 78°40'42''W 
(Anexo N° 6 y Anexo N° 7). 
 
Figura N° 19. Ubicación de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo y de los 
laboratorios utilizados. 




3. Condiciones Climáticas 
Según la Estación Meteorológica ESPOCH (2018). Las características climáticas del cantón 
Riobamba (Tabla N° 5), son: 
Tabla N° 5. Características Climáticas del Cantón Riobamba. 
Velocidad del viento: 2,2 m s⁄  
Precipitación promedio 
anual: 







Humedad Relativa: 74,4 % 
Heliófila: 43,6 % 
Tensión de Vapor: 11,2 mlb 
Punto de Rocío: 8,5° C 
Fuente: (Estación meteorológica ESPOCH, 2018). 
4. Localización del Lugar de Obtención del Material Biológico 
La Bacteria (Ralstonia solanacearum) fue obtenida de la Hacienda “La Chelita” ubicada en el 
recinto Los Ángeles, en la Parroquia Patricia Pilar, Cantón Buena Fe, Provincia de Los Ríos, 
de la empresa NOVOPAN DEL ECUADOR S.A. 
La Flor de Muerto (Tagetes erecta) fue obtenida en la Parroquia Nayón, Cantón, Provincia de 
Pichincha. 
5. Ubicación Geográfica 
El Recinto Los Ángeles se encuentra en la Parroquia Patricia Pilar del Cantón Buena Fe, 





Figura N° 20: Ubicación de la Hacienda “La Chelita” en el Recinto Los Ángeles  Los Ríos. 
Elaborado por: (Reyes, 2019). 
6. Condiciones Climáticas 
Según Anuarios Meteorológicos del INAMHI-PDOT (2018); las características climáticas del 
cantón Buena Fe (Tabla N° 6), son: 
Tabla N° 6. Características Climáticas del Cantón Buena Fe. 
Temperatura promedio anual: 25,2º C 
Velocidad del viento: 22,5 Km/h 
Precipitación promedio anual: 2162 mm 
Humedad Relativa 78 % 
Horas de Luz Natural: 12 horas 11 minutos 







B) MATERIALES Y MÉTODOS  
 INSUMOS PARA LOS ENSAYOS 
 
1) Recolección de la Bacteria (Ralstonia solanacearum) 
La bacteria (Ralstonia solanacearum) se recolectó en la hacienda “La Chelita” (Figura N° 21) 
de la empresa NOVOPAN DEL ECUADOR S.A., perteneciente a la Parroquia Patricia Pilar 
del Cantón Buena Fe, Provincia de Los Ríos en la zona 5, siguiendo el siguiente protocolo: 
 Se identificaron varios árboles con sintomatología de marchitez bacteriana (Anexo N° 9). 
 Se desinfectó el machete con alcohol. 
 Se procedió a derribar algunos árboles. 
 Se esperó varios minutos y se recolectó en fundas ziploc. 
 Se etiquetaron las fundas (Bacteria: Ralstonia solanacearum, Lugar de recolección: 
Hacienda “La Chelita”, Fecha de recolección: 26 de marzo de 2019). 
 Se las mantuvo en refrigeración a 10° C. 
 Se las transportó en un cooler previamente etiquetado, con hielo y sellado con cinta.  
 Se mantuvo el cooler en refrigeración a 10° C hasta su uso. 
 
Figura N° 21: Recolección de la bacteria. 










2) Identificación de la Flor de Muerto (Tagetes erecta) 
Para poder trabajar con los extractos se identificó la planta en el Herbario (CHEP) de la Escuela 
Superior Politécnica de Chimborazo utilizando el síguete protocolo: 
 Se obtuvo la muestra en Nayón (Pichincha). 
 Se lavó bien la muestra (Figura N° 22). 
 Se la fijó en un formato A3. 
 Se prensó con cartones y se amarró (Figura N° 23). 
 Se puso a herborizar por 8 días en el herbario. 
 Una vez herborizada la muestra se la tomó con cuidado para sacarle de la prensa (Anexo 
N° 8). 
 Finalmente, se comparó e identificó con otras muestras del herbario y con una guía 
botánica (Konemann del año 2003), se comprobó que es Tagetes erecta (Figura N° 24) 
(Anexo N° 10). 
 
Figura N° 22: Muestra lavada. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 23: Muestra prensada para 
herborizar. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 24: Muestra herborizada en comparación para su identificación. 




3) Aislamiento de la Bacteria (Ralstonia solanacearum) 
Para el primer aislamiento lo realizamos en dos medios “Bactor Agar” y “Agar Nutriente” 
utilizado el siguiente protocolo: 
 Se utilizó una balanza analítica digital (RADWAG AS 220.R2, Poland, 2013) para pesar 
2,8 g de Agar Nutriente y 4,5 g de Bacto Agar. 
 Se utilizaron 2 frascos BOECO de 500 ml, uno con 100 ml de agua destilada para Agar 
Nutriente y el otro con 150 ml de agua destilada para Bacto Agar. 
 Se añadió el Agar Nutriente y el Bacto Agar al agua destilada en los frascos respectivos. 
 Se los puso en el agitador orbital con plancha calefactor (COLE-PARMER, China, 2013) 
para mezclar los materiales. 
 Se los llevó a la autoclave (Shandong, 2017) para su esterilización a una temperatura de 
125°C por 90 minutos aproximadamente (Figura N° 25). 
 Una vez terminado el proceso de esterilización se trasladaron los frascos con el medio de 
cultivo a la cámara de flujo laminar (BIOBASE, Shandong, 2017). 
 Donde en condiciones totales de asepsia se dispensaron los medios en 10 cajas Petri 
plásticas con su respectivo etiquetado para su posterior solidificación (Figura N° 26). 
 Una vez solidificado los medios de cultivo, con ayuda de un asa de transferencia se realizó 
la siembra de la bacteria utilizando el método de cultivo por estrías (Figura N° 27 y Figura 
N° 29). 
 Se dejó en la incubadora (MEMMERT, Alemania, 2007) a una temperatura promedio de 








Figura N° 25: Esterilización de los 
medios de cultivo. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 26: Dispersión de los medios de 
cultivo en las cajas Petri. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 27: Siembra de la bacteria. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 28: Incubación de la bacteria. 
Fotografía: (Reyes, 2019.) 
 
Figura N° 29: Bacteria sembrada por estrías. 






4) Identificación de la Bacteria (Ralstonia solanacearum) 
Para la identificación de la bacteria se utilizó la tinción Gram siguiendo el siguiente protocolo: 
 Se preparó el frotis de la bacteria Ralstonia solanacearum (Figura N° 30). 
Frotis: Con el asa de transferencia esterilizada tomar una mínima cantidad de bacteria y ponerlo 
en un portaobjetos, añadir una gota de agua destilada. 
 Se secó el frotis al aire y luego pasarlo una sola vez sobre la llama de un mechero o lámpara 
de alcohol (Figura N° 31). 
 Se inició el procedimiento de Tinción. 
 Se cubrió el frotis con solución de violeta de cristal, por 1 minuto. 
 Se enjuagó suavemente con agua destilada. 
 Se cubrió el frotis con solución de yodo, por 1 minuto. 
 Se enjuagó suavemente con agua destilada. 
 Se decoloró el frotis utilizando una solución de alcohol/cetona, por 1 minuto. 
 Se enjuagó suavemente con agua destilada. 
 Se cubrió el frotis con safranina, por 5 minutos. 
 Se enjuagó suavemente con agua destilada. 
 Se dejó secar al aire (Figura N° 32). 
 Se añadió aceite de inmersión a la placa seca. 
 Se observó el frotis con ayuda del lente de inmersión del microscopio óptico (COMECTA-
IVYMEN, España, 2008) (40 y 100x) (Figura N° 33). 
 Se determinó la morfología y la reacción Gram. 
 La identificación fue realizada por el Ingeniero Álvaro Rivera, técnico docente del 
laboratorio de fitopatología de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, y 





Figura N° 30: Preparación del frotis de 
Ralstonia solanacearum. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 31: Frotis seco, listo para las 
tinciones. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 32: Frotis seco, listo para la 
observación. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 33: Observación en el 
microscopio con aceite de inmersión. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
5) Réplicas de la Bacteria (Ralstonia solanacearum) 
Una vez obtenida la identificación del herbario que confirma que es T. erecta y la tinción que 
confirma que es R. solanacearum se procedió a replicar en Agar Nutriente Difco TM. 
6) Preparación de los Extractos Alcohólicos 
La flor de muerto (Tagetes erecta) se adquirió en la parroquia Nayón perteneciente a la 
Provincia de Pichincha en la zona 2. 
 Se cortó la raíz de las plantas de Tagetes erecta (Figura N° 34). 
 Se lavó y separó a la planta (Tallo, hojas, pétalos, cáliz) y se la cortó en partes pequeñas 




 Se puso en una estufa (STF-N, Madrid, 2008) a una temperatura promedio de 50°C por 24 
horas (Figura N° 39, Figura N° 40 y Figura N° 41). 
 Una vez seca la planta se procedió a moler y pesar (Sartorius 1507B, Polonia, 2012) 
(Figura N° 42 y Figura N° 43). 
 Se pesó 200 g de planta seca y molida y se colocó en dos frascos color ámbar de 1000 ml, 
100 g en cada uno (Figura N° 44).   
 Posteriormente se añadió 1000 ml de alcohol etanol al 96% y 1000 ml de alcohol metanol 
al 96% respectivamente (Figura N° 45). 
 Se dejó macerar bien sellado y en un lugar oscuro por 3 días. 
 Con papel filtro y embudos se filtraron los dos extractos (Figura N° 46 y Figura N° 47). 
 Finalmente se colocaron en el rotavapor (BÜCHI 461 Water Bath, Canadá) para concentrar 
los extractos alcohólicos (Figura N° 48). 
 
7) Preparación de los Extractos Oleosos 
La flor de muerto (Tagetes erecta) se adquirió en la parroquia Nayón perteneciente a la 
Provincia de Pichincha en la zona 2. 
 Se cortó la raíz de las plantas de Tagetes erecta (Figura N° 34). 
 Se lavó y separó a la planta (Tallo, hojas, pétalos, cáliz) y se la cortó en partes pequeñas 
(Figura N° 35, Figura N° 36, Figura N° 37 y Figura N° 38). 
 Se puso en una estufa (STF-N, Madrid, 2008) a una temperatura promedio de 50°C por 24 
horas (Figura N° 39, Figura N° 40 y Figura N° 41). 
 Una vez seca la planta se procedió a moler y pesar (Sartorius 1507B, Polonia, 2012) 
(Figura N° 42 y Figura N° 43). 
 Se pesó 100 g de planta seca y molida y se colocó en dos frascos color ámbar de 1000 ml, 
50 g en cada uno (Figura N° 44). 
 Posteriormente se añadió 500 ml de aceite de oliva y 500 ml de aceite vegetal de girasol 
respectivamente (Figura N° 45).  
 Se dejó macerar bien sellados y en un lugar oscuro por 3 días. 
 Finalmente usando papel filtro y embudos se filtraron los dos extractos (Figura N° 46 y 





Figura N° 34: Plantas lavadas y 
sin raíz. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 35 y 36: Flores y cáliz separadas y 
cortadas. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 37 y 38: Tallos y hojas separados y 
cortados. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 39: Estufa de secado. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 40:  Tallos y hojas cortados en la 
estufa. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 41: Flores y cáliz cortados 
en la estufa. 





Figura N° 42: Planta seca lista para moler. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 43: Molino para planta. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 44: Planta molida. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 45: Preparación de los 
extractos. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 46 y 47: Filtrado de los extractos. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 48: Concentración de los 
extractos alcohólicos en el rotavapor. 






 EVALUACIÓN DE LAS DIFERENTES DOSIS DE EXTRACCIÓN 
ALCOHÓLICA Y MACERACIÓN DE LA FLOR DE MUERTO T. erecta L. EN 
EL CONTROL DE Ralstonia solanacearum SMITH EN LABORATORIO 
 
Ensayo 1 (Momento 1) 
1) Tratamientos y Diseño Experimental 
1.1) Tratamientos 
En el ensayo 1 (momento 1) se utilizaron 11 tratamientos (Tabla N° 7) entre extractos y 
testigos. 
Tabla N° 7: Tratamientos evaluados en el ensayo 1 (momento 1). 
Extractos Tratamiento Testigos Tratamiento 
Extracto Metanol 25 % 1 Testigo Blanco (Metanol 100 %) 7 
Extracto Metanol 50 % 2 Testigo Blanco (Etanol 100 %) 8 
Extracto Metanol 100 % 3 Testigo Positivo (Hidróxido de 
Cobre) 
9 
Extracto Etanol 25 %  4 Testigo Negativo (Agua)  10 
Extracto Etanol 50 % 5 Testigo Neutro (Agar) 11 
Extracto Etanol 100 % 6  
Fuente: (Reyes, 2019). 
1.2) Diseño Experimental 
Se utilizó un Diseño Completamente al Azar (DCA) con cinco repeticiones para cada 
concentración, con tres concentraciones de extractos alcohólicos (Etanol 96 % y Metanol 96 
%) al 25, 50, 100 %, una concentración de testigos blancos de alcoholes (Etanol 96 % y Metanol 
96 %) al 100 %, un grupo testigos: un positivo (Hidróxido de Cobre), un neutro (Agar 








2) Manejo del Experimento 
Para realizar el ensayo 1 se siguió el siguiente protocolo: 
 Se utilizó una balanza analítica digital (Sartorius 1507B, Polonia, 2012) para pesar 2,8 g de 
Agar Nutriente Difco TM. 
 Se utilizó un Erlenmeyer de 250 ml con 70 ml de agua destilada. 
 Se añadió el Agar Nutriente al agua destilada. 
 Se los puso en el agitador orbital con plancha calefactor (COLE-PARMER, China, 2013) 
para mezclar los materiales. 
 Se lo llevó a la autoclave (BIOBASE, Shandong, 2017) para su esterilización a una 
temperatura de 125°C por 90 minutos aproximadamente. 
 Una vez terminado el proceso de esterilización se trasladó el Erlenmeyer con el medio de 
cultivo a la cámara de flujo laminar (BIOBASE, Shandong, 2017). 
 Donde en condiciones totales de asepsia se dispensaron las concentraciones y los testigos 
(Tabla N° 8) en 5 cajas Petri de vidrio cada extracto con su respectivo etiquetado para su 
posterior solidificación. 
Tabla N° 8: Preparación de los tratamientos evaluados en el ensayo 1 (momento 1). 
Extractos Alcohólicos (Etanol y Metanol) 
Concentración 100 % 
(Figura N° 49) 
 30 ml de extracto etanólico 
 30 ml de extracto metílico 
Concentración 50 % 
(Figura N° 49) 
 15 ml de extracto etanólico y 15 ml de agua destilada 
 15 ml de extracto metílico y 15 ml de agua destilada 
Concentración 25 % 
(Figura N° 49) 
 7,5 ml de extracto etanólico y 22,5 ml de agua destilada 
 7,5 ml de extracto metílico y 22,5 ml de agua destilada 
Testigos 
Testigo Positivo  0,5 g de Hidróxido de Cobre 
 100 ml con agua destilada 
 Se mezcló y se añadió al medio los 30 ml del químico 
preparado 
Testigo Negativo  30 ml de agua destilada 




Testigo Blanco Etanol  30 ml de alcohol etanol al 96% 
Testigo Blanco Metanol  30 ml de alcohol metanol al 96% 
Fuente: (Reyes, 2019). 
 Una vez solidificado el medio de cultivo con el extracto y con los testigos, con ayuda de un 
asa de transferencia se realizó la siembra de la bacteria utilizando el método de cultivo por 
estrías (Figura N° 50, Figura N° 51 y Figura N° 52). 
 Se sellaron las cajas. 
 Se dejó en la incubadora (MEMMERT, Alemania, 2007) a una temperatura promedio de 
28°C (Figura N° 53). 
 Se evaluó el porcentaje de inhibición durante 5 días. 
 
Figura N° 49: Preparación de las 
concentraciones 25, 50 y 100 % de los 
extractos alcohólicos. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 50:  Bacteria inoculada en las 
concentraciones de metanol. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
  
Figura N° 51: Bacteria inoculada en las 
concentraciones de etanol. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 52: Bacteria inoculada en los 
testigos. 





Figura N° 53: Bacteria inoculada en los diferentes medios y concentraciones en la 
incubadora. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
3) Evaluación del Ensayo 
El ensayo 1 fue vertido en placa y se evaluó mediante el porcentaje de inhibición de la bacteria.  
Evaluación de la Capacidad Biocontroladora 
Para la evaluación del porcentaje de inhibición de la bacteria se empleó la escala utilizada por 
(Ezziyyani et al., 2004 & Pérez et al., 2004) (Tabla N° 10). Posteriormente se usó la 
transformación angular o de Bliss. 
Tabla N° 9. Escala para evaluación del porcentaje de inhibición de la bacteria. 
Grado 
o Clase 




0 Ninguna inhibición en la superficie. Muy malo 0 a 10  
1 ¼ de inhibición en la superficie. Malo 10,1 a 30  
2 ½ de inhibición en la superficie. Deficiente 30,1 a 50  
3 ¾ de inhibición en la superficie. Bueno 50,1 a 70 
4 Total inhibición en la superficie. Muy bueno > 70 
Fuente: (Ezziyyani et al., 2004 & Pérez et al., 2004). 
La transformación angular o de Bliss se efectúa para analizar datos de porcentajes, en los 
cuales, de modo natural, la varianza no es homogénea. Se saca raíz de la proporción (no del 






*Porcentaje: El porcentaje de inhibición dividir para 100. 
* Raíz cuadrada del resultado del porcentaje. 
*Aseno del resultado de la raíz. 
*Formula del seno inverso = ASENO(X)*180/PI() 
4) Análisis de los Resultados 
Para el ensayo vertido en placa la variable porcentaje de inhibición se utilizó una 
transformación angular o de Bliss, con los valores obtenidos se aplicó un análisis de varianza 
(ADEVA) cada 24 horas de evaluación durante 120 horas, posterior a eso se utilizó una prueba 
de Tukey al 5 %. El programa utilizado para el análisis estadístico en la investigación fue 
InfoStat. 
Ensayo 2 (Momento 2) 
1) Tratamientos y Diseño Experimental 
1.1) Tratamientos 
El ensayo 2 (momento 2) se realizó en dos partes, se utilizaron 43 tratamientos: 21 tratamientos 
y 22 tratamientos respectivamente (Tabla N° 10) entre extractos y testigos. 
Tabla N° 10: Tratamientos evaluados en el ensayo 2 (momento 2). 
Primera Parte Tratamiento Segunda Parte Tratamiento 
Extracto Etanol 10 % 1 Aceite de Oliva 5 % 1 
Extracto Etanol 20 % 2 Aceite de Oliva 10 % 2 
Extracto Etanol 30 % 3 Aceite de Oliva 15 % 3 
Extracto Metanol 10 % 4 Aceite de Oliva 20 % 4 
Extracto Metanol 20 % 5 Aceite de Oliva 30 % 5 
Extracto Metanol 30 % 6 A. Oliva + Polyether  
5 % 
6 
Extracto Aceite de Oliva 
10 % 
7 A. Oliva + Polyether 
10 % 
7 
Extracto Aceite de Oliva 
20 % 
8 A. Oliva + Polyether 
15 % 
8 
*ASENO: Devuelve el seno 




Extracto Aceite de Oliva 
30 % 
9 A. Oliva + Polyether 
20 % 
9 
Testigo Etanol 10 % 10 A. Oliva + Polyether 
30 % 
10 
Testigo Etanol 20 % 11 Aceite Vegetal 5 % 11 
Testigo Etanol 30 % 12 Aceite Vegetal 10 % 12 
Testigo Metanol 10 % 13 Aceite Vegetal 15 % 13 
Testigo Metanol 20 % 14 Aceite Vegetal 20 % 14 
Testigo Metanol 30 % 15 Aceite Vegetal 30 % 15 
Testigo Aceite de Oliva 10 
% 
16 A. Vegetal + 
Polyether 5 % 
16 
Testigo Aceite de Oliva 20 
% 
17 A. Vegetal + 
Polyether 10 % 
17 
Testigo Aceite de Oliva 30 
% 
18 A. Vegetal + 
Polyether 15 % 
18 
Testigo Negativo (Agua) 19 A. Vegetal + 
Polyether 20 % 
19 
Testigo Positivo 
(Hidróxido de Cobre) 
20 A. Vegetal + 




21 Testigo Positivo 
(Sulfato de Cobre 
Pentahidratado) 
21 




Fuente: (Reyes, 2019). 
1.2) Diseño Experimental 
Primera Parte: 
Se utilizó un Diseño Completamente al Azar (DCA) con cinco repeticiones para cada 
concentración, con tres concentraciones de extractos alcohólicos (Etanol 96 % y Metanol 96 
%) al 10, 20, 30 % y extracto oleoso (Aceite de Oliva) al 10, 20, 30 %, tres concentraciones de 
testigos blancos de alcoholes (Etanol 96 % y Metanol 96 %) al 10, 20, 30 % y tres 




positivos (Hidróxido de Cobre y Carbendazim) y un testigo negativo (Agua Destilada) (Tabla 
N° 10, Primera parte). 
Segunda Parte: 
Se utilizó un Diseño Completamente al Azar (DCA) con cinco repeticiones para cada 
concentración, con cinco concentraciones de testigos blancos de aceites (Aceite de Oliva y 
Aceite Vegetal de Girasol) al 5, 10, 15, 20, 30 %; cinco concentraciones de testigos blancos de 
aceites con sulfactante (Aceite de Oliva + Polyether y Aceite Vegetal de Girasol + Polyether) 
al 5, 10, 15, 20, 30 %; dos testigos positivos: uno con químico (Sulfato de Cobre 
Pentahidratado) y uno con antibiótico (Sulfato de Estreptomicina) (Tabla N° 10, Segunda 
parte). 
2) Manejo del Experimento 
Para sembrar la bacteria se utilizó la escala de McFarland que consta de patrones de turbidez 
que van de 0,5 hasta 10, para saber el número de bacterias por ml.  
Se usó 0,5x108 (estándar). 
2.1) Primera Parte 
 Se utilizó una balanza analítica digital (RADWAG AS 220.R2, Poland, 2013) para pesar 
9,4 g de Agar Nutriente Difco TM. 
 Se utilizó dos Erlenmeyer de 250 ml con 200 ml de agua destilada cada uno. 
 Se añadió el Agar Nutriente al agua destilada. 
 Se los puso en el agitador orbital con plancha calefactor (COLE-PARMER, China, 2013) 
para mezclar los materiales. 
 Adicionalmente se utilizó tubos de ensayo con agua destilada pura, un vaso de 500 ml con 
agua destilada, 22 tubos de ensayo vacíos. hisopos largos, pinzas, puntas azules y amarillas. 
 Todo esto se lo llevó a la autoclave (BIOBASE, Shandong, 2017) para su esterilización a 
una temperatura de 125°C por 60 minutos aproximadamente (Figura N° 54). 
 Una vez terminado el proceso de esterilización se trasladó el Erlenmeyer con el medio de 
cultivo y los materiales a la cámara de flujo laminar (BIOBASE, Shandong, 2017). 
 Donde en condiciones totales de asepsia se plaqueó el medio en 27 cajas Petri de vidrio con 
su respectivo etiquetado para su posterior solidificación (Figura N° 55). 




tubos de ensayo vacíos usando los extractos y agua destilada estéril (Figura N° 56). 
Tabla N° 11. Preparación de las concentraciones de los extractos y de los testigos evaluados 
en la primera parte del ensayo 2 (momento 2). 
Extractos Alcohólicos (Etanol y Metanol) y Extracto Oleoso (Aceite de Oliva) 
Extracto Alcohol 
Metanol 
 10%: 1000 microlitros de extracto con 9000 microlitros 
de agua destilada estéril. 
 20%: 2000 microlitros de extracto con 8000 microlitros 
de agua destilada estéril. 
 30%: 3000 microlitros con 7000 microlitros de agua 
destilada estéril 
Extracto Alcohol Etanol 
Extracto Aceite de 
Oliva 
Testigos 
Testigo Blanco Etanol  10%: 1000 microlitros del testigo con 9000 microlitros 
de agua destilada estéril. 
 20%: 2000 microlitros del testigo con 8000 microlitros 
de agua destilada estéril. 
 30%: 3000 microlitros del testigo con 7000 microlitros 
de agua destilada estéril 
Testigo Blanco Metanol 
Testigo Blanco Aceite 
de Oliva 
Testigo Positivo 
(Hidróxido de Cobre) 
 0,5 g de Hidróxido de Cobre. 
 100 ml de agua destilada. 
 Se añadió el químico al disco. 
Testigo Positivo 
(Cabendazim) 
 0,25 g de Carbendazim. 
 100 ml de agua destilada. 
 Se añadió el químico al disco. 
Testigo Negativo (Agua 
Destilada) 
 Se añadió al disco. 
Fuente: (Reyes, 2019). 
 Con la ayuda de un asa de transferencia se tomó un poco de bacteria y se agregó al tubo de 
ensayo con el agua destilada estéril para la escala de McFarland (una turbidez de 0,5 x 108) 
(Figura N° 57). 
 
 Una vez solidificado el medio de cultivo con la ayuda de los hisopos largos se tomó bacteria 




 Posteriormente utilizando una pinza se añadió los discos en blanco para antibiogramas con 
su respectivo etiquetado en cada cuadrante de la caja (usando 4 discos por caja) (Figura 
N° 58). 
 Con la ayuda de las puntas y las micropipetas se añadió una concentración de cada extracto 
por disco con 5 repeticiones cada concentración de cada extracto. Aplicación de 20 
microlitros de las concentraciones en cada disco (Figura N° 59). 
 Se sellaron las cajas. 
 Se dejó en la incubadora (MEMMERT, Alemania, 2007) a una temperatura promedio de 
30°C. 
 Se evaluó el diámetro del halo de inhibición en 24 horas. 
2.2) Segunda Parte  
 Se utilizó una balanza analítica digital (RADWAG AS 220.R2, Poland, 2013) para pesar 
9,7 g de Agar Nutriente Difco TM. 
 Se utilizó un vaso de 500 ml con 420 ml de agua destilada. 
 Se añadió el Agar Nutriente al agua destilada. 
 Se los puso en el agitador orbital con plancha calefactor (COLE-PARMER, China, 2013) 
para mezclar los materiales. 
 Adicionalmente se utilizó tubos de ensayo con agua destilada pura, un vaso de 500 ml con 
agua destilada, 22 tubos de ensayo vacíos. hisopos largos, pinzas, puntas azules y amarillas. 
 Todo esto se lo llevó a la autoclave (BIOBASE, Shandong, 2017) para su esterilización a 
una temperatura de 125°C por 60 minutos aproximadamente (Figura N° 54). 
 Una vez terminado el proceso de esterilización se trasladó el vaso con el medio de cultivo 
y los materiales a la cámara de flujo laminar (BIOBASE, Shandong, 2017). 
 Donde en condiciones totales de asepsia se plaqueó el medio en 28 cajas Petri de vidrio con 
su respectivo etiquetado para su posterior solidificación (Figura N° 55). 
 Se prepararon las concentraciones (Tabla N° 12) de los testigos en los tubos de ensayo 








Tabla N° 12. Preparación de las concentraciones de los testigos evaluados en la segunda 
parte del ensayo 2 (momento 2). 
Testigos 
Testigo Blanco Aceite 
de Oliva  
 5%: 500 microlitros con 9500 microlitros de agua 
destilada estéril. 
 10%: 1000 microlitros con 9000 microlitros de agua 
destilada estéril. 
 15%: 1500 microlitros con 8500 microlitros de agua 
destilada estéril 
 20%: 2000 microlitros con 8000 microlitros de agua 
destilada estéril. 
 30%: 3000 microlitros con 7000 microlitros de agua 
destilada estéril. 
Sulfactante (Polyether): 0,05 CC en 100 ml 
Testigo Blanco Aceite 
Vegetal de Girasol 
Testigo Blanco Aceite 
de Oliva + Polyether 
Testigo Blanco Aceite 
Vegetal de Girasol + 
Polyether 
Testigo Positivo 
(Sulfato de Cobre 
Pentahidratado) 
 0,5 ml de Sulfato de Cobre Pentahidratado. 
 200 ml de agua destilada. 




 1 g de Sulfato de Estreptomicina. 
 100 ml de agua destilada. 
 Se añadió el químico al disco. 
Fuente: (Reyes, 2019). 
 Con la ayuda de un asa de transferencia se tomó un poco de bacteria y se agregó al tubo de 
ensayo con el agua destilada estéril para la escala de McFarland (una turbidez de 0,5 x 108) 
(Figura N° 57). 
 Una vez solidificado el medio de cultivo con la ayuda de los hisopos largos se tomó bacteria 
del tubo y se dispensó en las cajas. 
 Posteriormente utilizando una pinza se añadió los discos en blanco para antibiogramas con 
su respectivo etiquetado en cada cuadrante de la caja (usando 4 discos por caja) (Figura 
N° 58). 
 Con la ayuda de las puntas y las micropipetas se añadió una concentración de cada testigo 
por disco con 5 repeticiones cada concentración de cada uno. Aplicación de 20 microlitros 




 Se sellaron las cajas. 
 Se dejó en la incubadora (MEMMERT, Alemania, 2007) a una temperatura promedio de 
30°C. 
 Se evaluó el diámetro del halo de inhibición en 24 horas. 
 
Figura N° 54: Preparación de los 
materiales para esterilizar. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 55: Plaqueó del medio en las cajas. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 56: Preparación de las 
concentraciones. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
  
Figura N° 57: Preparación de la bacteria 
(escala de McFarland). 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 58: Colocación de los 
discos en el medio gelificado.  
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 59: Aplicación de las 
concentraciones en los discos y sellado.  




3) Evaluación del Ensayo 
El ensayo 2 fue con discos de antibiograma de 6 mm cada disco, en 4 cuadrantes y se evaluó 
mediante milímetros (mm) de inhibición de la bacteria. 
4) Análisis de los Resultados 
Para el ensayo con disco de antibiograma de 6 mm cada disco, en 4 cuadrantes la variable 
milímetros de inhibición se utilizó un análisis de varianza (ADEVA) a las 24 horas de 
evaluación, posterior a eso se utilizó una prueba de Tukey al 5 %. El programa utilizado para 
el análisis estadístico en la investigación fue InfoStat. 
 
Químicos y Antibiótico Utilizados en el Ensayo 1 y en el Ensayo 2  
 HIDRÓXIDO DE COBRE 
Es un fungicida bactericida protector de contacto, para control de hongos y bacterias sensibles 
al cobre en varios cultivos. Inhibe la respiración eliminando esporas (Correa, 2019). 
El cobre actúa inactivando la mayoría de las enzimas, coenzimas y desnaturalizando las 
proteínas y de esta manera el metabolismo del patógeno (Toledo, 2017). 
 
 CARBENDAZIM 
Es un fungicida sistémico. Eficaz para el control de enfermedades causadas por hongos 
ascomicetos, hongos imperfectos y basidiomicetos, inhibiendo el desarrollo micelial tanto 
interno como externo, disminuyendo la germinación de las esporas o conidias del hongo 
(Toledo, 2017). 
Fungicida de doble acción es absorbido por la raíz y tejido verde de las plantas, para ser 
transportado por la savia hacia las partes afectadas donde detiene el desarrollo de la enfermedad 







 SULFATO DE COBRE PENTAHIDRATADO 
Es un bactericida y fungicida sistémico, de doble acción preventiva y curativa que controla una 
amplia gama de enfermedades foliares y radiculares de flores y frutos, causadas por bacterias 
y hongos (Toledo, 2017). 
Tiene una fórmula patentada a base de un complejo de Sulfato de Cobre Pentahidratado en 
combinación con un pool de ácidos orgánicos (complejo formato de amonio tánico cúprico) 
que permiten a la molécula de cobre ser absorbida y transportada sistémicamente vía floema y 
xilema (basipetal y acropetal) hacia todos los tejidos de la planta (Toledo, 2017). 
El Sulfato de Cobre Pentahidratado interfiere en los procesos reproductivos de hongos y 
bacterias, específicamente a nivel de pared celular; no afecta el núcleo del patógeno por lo cual 
no genera resistencia (Toledo, 2017). 
 
 SULFATO DE ESTREPTOMICINA 
Antibiótico sistémico con actividad bactericida y fungicida. Inhibe la síntesis proteica 
bacteriana. Se obtiene por fermentación de Streptomyces griseus. Su efecto depende de la 
concentración. Inhibidor de la función ribosómica, actúa inhibiendo la biosíntesis de las 
proteínas, interfiriendo la elongación de la cadena peptídica. Se considera poco persistente Una 
vez dentro de la célula se une de manera irreversible al ribosoma bacteriano en las subunidades 
30S y 50S (Martínez, 2017). 
Entre otras consecuencias produce lecturas incorrectas del código genético lo que induce la 
síntesis de proteínas anómalas. Algunas de éstas son proteínas de membrana que intervienen 
en la formación de canales que permiten la entrada de más antibiótico a la célula. La inhibición 
de la síntesis de proteínas se puede producir por los siguientes mecanismos (Martínez, 2017): 
1) Bloqueo del inicio de la síntesis proteica (Martínez, 2017). 
2) lectura incompleta debida a un bloqueo prematuro de la traducción y la consecuente 
producción de polipéptidos incompletos (Martínez, 2017). 








Es el mejor humectante, dispersante y penetrante de alto desempeño que mejora y hace más 
eficientes las aplicaciones de agroquímicos. Es una nueva generación de coadyuvantes basados 
en la tecnología de compuestos órgano siloxanos modificados para ser usados en mezcla de 
productos plaguicidas y fertilizantes foliares que se aplican con agua. Es un coadyuvante no 
iónico. Reduce la tensión superficial del agua y permite que las partículas de los plaguicidas 
aplicados penetren en las hojas o insectos, así como una distribución uniforme de los 
plaguicidas y fertilizantes foliares en aspersión debido a sus cualidades dispersantes. (BASF, 
2019). 
 
 CARACTERIZACIÓN DE LOS EXTRACTOS ALCOHÓLICOS MEDIANTE 
UN TAMIZAJE FITOQUÍMICO. 
 
1) Preparación de los Extractos Alcohólicos con los Reactivos (Figura N° 63). 
 Usamos 24 tubos de ensayo, 12 para cada extracto. 
 Una vez filtrados los extractos separamos en un vaso de 250 ml aproximadamente 12 ml 
del extracto etanólico y 12 ml del extracto metanólico. 
 Se colocó 1ml del extracto etanólico en cada tubo de ensayo y 1 ml del extracto metanólico 
en cada tubo de ensayo (Figura N° 60). 
 Se procedió a poner los tubos de ensayo en vasos de 600 ml separándolos por extractos a 
baño maría en dos cocinetas de laboratorio (Figura N° 61). 
 Se esperó hasta que hiervan. 
 Se añadió los diferentes reactivos y se los agitó (Figura N° 62). 
 Se calentó en agua a baño maría hasta la evaporación del solvente.  






Figura N° 60: Extractos alcohólicos en 
tubos de ensayo. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 61: Extractos alcohólicos en la 
cocineta de laboratorio. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 62: Algunos de los reactivos usados para el tamizaje fitoquímico de los 
extractos. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 63: Preparación de los extractos alcohólicos con los reactivos. 


























































Para los reactivos del tamizaje fitoquímico de los extractos alcohólicos se utilizó la tabla de 
(Olga Lock, 1994) y (Facultad de Ciencias – ESPOCH, 2019), que se resumió en la (Tabla N° 
13). A cada extracto se realizaron las pruebas para el cribado fitoquímico y de esta manera, por 
colorimetría, se identificaron cualitativamente la presencia o no del metabolito en "+++" 
(abundante), "++" (moderado), "+" (leve) y "-" (ausencia) (Lock, 1994).  
Tabla N° 13. Ensayos realizados en el tamizaje fitoquímico con los extractos alcohólicos. 
Ensayo Reactivo Color / Precipitado Presencia 




Presencia de grasas 
coloración roja o 
anaranjada. 
Permite reconocer en un 
extracto la presencia de 
compuestos grasos. 
Fehling Sulfato 
Cúprico y Sal 
de Seignette  
Se considera positivo si 
aparece coloración o 
precipitado rojo. 
Permite reconocer en un 






Un precipitado blanco o 
amarillo claro, amorfo o 
cristalino. Opalescencia 
(+), Turbidez definida 
(++), Precipitado coposo 
(+++). 
Permite reconocer en un 
extracto la presencia no 
específica de alcaloides. 
Catequinas Carbonato de 
Sodio 
La aparición de una 
mancha verde 
carmelita a la luz UV, 
indica un ensayo positivo. 
Permite reconocer en un 




Opalescencia (+), Turbidez 
definida (++), Precipitado 
coposo (+++). 
Permite reconocer en un 
extracto la presencia de 
alcaloides. 





Opalescencia (+), Turbidez 
definida (++), Precipitado 
coposo (+++). 
Permite reconocer en un 













Coloración roja (++), 
precipitado rojo (+++). 
Permite reconocer en un 
extracto la presencia de   
compuestos con 








Un ensayo positivo se tiene 
por un cambio rápido de 
coloración: 
 
1- Rosado-azul muy 
rápido. 
2- Verde intenso-visible, 
aunque rápido. 
3- Verde oscuro-negro-
final de la reacción. 
 
Permite reconocer en un 
extracto la presencia de 













 Desarrollo de una 
coloración verde 
intensa, taninos del tipo 
pirocatecólicos. 
 Desarrollo de una 
coloración azul, taninos 
del tipo 
pirogalotánicos. 
Permite reconocer la 
presencia de compuestos 
fenólicos y taninos. 
Borntrager Hidróxido de 
Potasio e 
Si la fase acuosa alcalina 
(superior) se colorea de 
Permite reconocer en un 






rosado o rojo, el 
ensayo se considera 
positivo. Coloración rosada 












El ensayo se considera 
positivo, cuando el alcohol 
amílico se colorea de 
amarillo, 
naranja, carmelita o rojo; 
intensos en todos los casos. 
Permite reconocer la 





La aparición de un 
precipitado, 
indica un ensayo positivo. 
Permite reconocer en un 
extracto la presencia de 
resinas. 




V. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
1. INSUMOS PARA LOS ENSAYOS 
Identificación de la Bacteria (Ralstonia solanacearum): Tinción GRAM 
De acuerdo a la tinción GRAM de nuestras muestras de Ralstonia solanacearum dieron como 
resultado que es una bacteria Gram negativa, la tinción Gram es de color rosado tenue y se 
presenta en forma de bacilos como se muestran en las Figuras N° 61 y 62 estos resultados son 
similares a los planteados por Vivas et al., (2009), en su investigación “Caracterización e 
incidencia de Ralstonia solanacearum Smith en plantas de  Musa AAB en el Sector “El Roble”, 
Sur del Lago de Maracaibo, Venezuela” ellos encontraron que la tinción de Gram de R. 
solanacearum clasifica a la colonia como Gram negativa, de colonias rojizas, propio de muchas 
bacterias fitopatógenas (Anexo N° 3 y Anexo N° 4).   
  
Figura N° 64 y 65: Resultados de la Tinción GRAM. 












2. EVALUACIÓN DE LAS DIFERENTES DOSIS DE EXTRACCIÓN 
ALCOHÓLICA Y MACERACIÓN DE LA FLOR DE MUERTO T. erecta L. EN EL 
CONTROL DE Ralstonia solanacearum SMITH EN LABORATORIO 
En el primer aislamiento la bacteria creció mejor en el medio de cultivo “Agar Nutriente” que 
en el medio “Bacto Agar”. 
2.1) Ensayo 1 (Momento 1) 
Para la evaluación de los resultados en el momento 1 se ha tomado en consideración los 
siguientes tratamientos (Tabla N° 7) realizando Análisis de Varianza y Pruebas de Tukey al 
5% por cada 24 horas de evaluación del porcentaje de inhibición (Tabla N° 14, Tabla N° 15, 
Tabla N° 16, Tabla N° 17, Tabla N° 18, Tabla N° 19 y Tabla N° 20): 
Tabla N° 14: Análisis de Varianza del porcentaje de inhibición del efecto de los tratamientos 
evaluados sobre Ralstonia solanacearum a las 24 horas (Anexo N° 11). En ensayos 










Tratamiento 66272,73 10 6627,27 sd 
Error 0,00 44 0,00  
Total 66272,73 54   
Fuente: (Reyes, 2019). 
La Prueba de Tukey al 5% muestra que no existe diferencias significativas entre los 
tratamientos. 
 Coeficiente de Variación (CV): 0,00 










Tabla N° 15: Análisis de Varianza del porcentaje de inhibición del efecto de los tratamientos 
evaluados sobre Ralstonia solanacearum a las 48 horas (Anexo N° 12). En ensayos 










Tratamiento 66272,73 10 6627,27 sd 
Error 0,00 44 0,00  
Total 66272,73 54   
Fuente: (Reyes, 2019). 
La Prueba de Tukey al 5% muestra que no existe diferencias significativas entre los 
tratamientos. 
 Coeficiente de Variación (CV): 0,00 
 Media: 73,64 % 
Tabla N° 16: Análisis de Varianza del porcentaje de inhibición del efecto de los tratamientos 
evaluados sobre Ralstonia solanacearum a las 72 horas (Anexo N° 13). En ensayos 










Tratamiento 66272,73 10 6627,27 sd 
Error 0,00 44 0,00  
Total 66272,73 54   
Fuente: (Reyes, 2019). 
La Prueba de Tukey al 5% muestra que no existe diferencias significativas entre los 
tratamientos. 
 Coeficiente de Variación (CV): 0,00 







Tabla N° 17: Análisis de Varianza del porcentaje de inhibición del efecto de los tratamientos 
evaluados sobre Ralstonia solanacearum a las 96 horas (Anexo N° 14). En ensayos 










Tratamiento 65159,50 10 6515,95 <0,0001 * * 
Error 293,14 44 6,66  
Total 65452,64 54   
Fuente: (Reyes, 2019). 
La Prueba de Tukey al 5% muestra que existe diferencias altamente significativas entre los 
tratamientos. 
 Coeficiente de Variación (CV): 3,55 
 Media: 72,81 % 
Tabla N° 18: Prueba de Tukey al 5% del porcentaje de inhibición del efecto de los 
tratamientos evaluados sobre Ralstonia solanacearum a las 96 horas. En ensayos realizados 
entre el 16 y 27 de mayo de 2019. 
Tratamiento Medias Orden de los Rangos 
Testigo Negativo (Agua) 0,00 A   
Testigo Neutro (Agar) 0,00 A   
Extracto Etanol 25 % 80,89  B  
Testigo Blanco (Metanol 100 %) 90,00   C 
Testigo Blanco (Etanol 100 %) 90,00   C 
Testigo Positivo (Hidróxido de Cobre) 90,00   C 
Extracto Metanol 25 % 90,00   C 
Extracto Metanol 50 % 90,00   C 
Extracto Metanol 100 % 90,00   C 
Extracto Etanol 50 % 90,00   C 
Extracto Etanol 100 % 90,00   C 
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
Fuente: (Reyes, 2019). 
La prueba de Tukey al 5% muestra que hay diferencias altamente significativas (Tabla 




tratamientos, en el ensayo realizado en laboratorio. Se observó que se forman 3 rangos 
de agrupación de los tratamientos. El rango en que se observó mayor control de la 
bacteria encontramos los siguientes tratamientos: Testigo Blanco (Metanol 100 %) (Figura 
N° 66), Testigo Blanco (Etanol 100 %) (Figura N° 67), Testigo Positivo (Hidróxido de Cobre), 
Extracto Metanol 25 %, Extracto Metanol 50 %, Extracto Metanol 100 %, Extracto Etanol 50 
%, Extracto Etanol 100 %. Mientras que el rango en el que se observó un menor efecto de 
control encontramos a los siguientes tratamientos: Testigo Negativo (Agua), Testigo Neutro 
(Agar), Extracto Etanol 25 %. 
Tabla N° 19: Análisis de Varianza del porcentaje de inhibición del efecto de los tratamientos 
evaluados sobre Ralstonia solanacearum a las 120 horas (Anexo N° 15). En ensayos 










Tratamiento 63693,41 10 6369,34 <0,0001 * * 
Error 802,82 44 18,25  
Total 64496,23 54   
Fuente: (Reyes, 2019). 
La Prueba de Tukey al 5% muestra que existe diferencias altamente significativas entre los 
tratamientos. 
 Coeficiente de Variación (CV): 5,96 
 Media: 71,67 % 
Tabla N° 20: Prueba de Tukey al 5% del porcentaje de inhibición del efecto de los 
tratamientos evaluados sobre Ralstonia solanacearum a las 120 horas. En ensayos realizados 
entre el 16 y 27 de mayo de 2019. 
Tratamiento Medias Orden de los Rangos 
Testigo Negativo (Agua) 0,00 A   
Testigo Neutro (Agar) 0,00 A   
Extracto Etanol 25 % 78,79  B  
Extracto Metanol 25 % 79,60  B  
Testigo Blanco (Etanol 100 %)  90,00   C 
Testigo Positivo (Hidróxido de Cobre) 90,00   C 




Extracto Metanol 50 % 90,00   C 
Extracto Metanol 100 % 90,00   C 
Extracto Etanol 50 % 90,00   C 
Extracto Etanol 100 % 90,00   C 
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
Fuente: (Reyes, 2019). 
La prueba de Tukey al 5% muestra que hay diferencias altamente significativas (Tabla 
N° 19 y Tabla N° 20) en el control de Ralstonia solanacearum a las 120 horas entre los 
tratamientos, en el ensayo realizado en laboratorio. Se observó que se forman 3 rangos 
de agrupación de los tratamientos. El rango en que se observó mayor control de la 
bacteria encontramos los siguientes tratamientos: Testigo Blanco (Etanol 100 %) (Figura 
N° 67), Testigo Positivo (Hidróxido de Cobre), Testigo Blanco (Metanol 100 %) (Figura N° 
66), Extracto Metanol 50 %, Extracto Metanol 100 %, Extracto Etanol 50 %, Extracto Etanol 
100 %. Mientras que el rango en el que se observó un menor efecto de control 
encontramos a los siguientes tratamientos: Testigo Negativo (Agua), Testigo Neutro (Agar), 
Extracto Etanol 25 %, Extracto Metanol 25 %. 
 
Figura N° 66: Porcentaje de inhibición del 
testigo blanco metanol al 100 %. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 67: Porcentaje de inhibición del 
testigo blanco etanol al 100 %. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
2.2) Ensayo 2 (Momento 2): Primera Parte 
Para la evaluación de los resultados en el momento 2, parte 1; se ha tomado en consideración 
los siguientes tratamientos (Tabla N° 10) realizando Análisis de Varianza y Pruebas de Tukey 




Tabla N° 21: Análisis de Varianza de los halos de inhibición resultantes del efecto de los 
tratamientos evaluados sobre Ralstonia solanacearum. En ensayos realizados entre el 19 y 21 










Tratamiento 1232,59 20 61,63 <0,0001 * * 
Error 486,80 84 5,80  
Total 1719,39 104   
Fuente: (Reyes, 2019). 
La Prueba de Tukey al 5% muestra que existe diferencias altamente significativas entre los 
tratamientos. 
 Coeficiente de Variación (CV): 62,11 
 Media: 3,88 mm 
Tabla N° 22: Prueba de Tukey al 5% de los halos de inhibición resultantes del efecto de los 
tratamientos evaluados sobre Ralstonia solanacearum. En ensayos realizados entre el 19 y 21 
de junio de 2019 (Primera Parte). 
Tratamientos Medias Orden de los Rangos 
Testigo Positivo (Carbendazim) 0,00 A    
Testigo Etanol 10 % 0,00 A    
Testigo Metanol 10 % 0,00 A    
Testigo Positivo (Hidróxido de Cobre) 0,00 A    
Testigo Metanol 20 % 0,00 A    
Testigo Negativo (Agua) 0,00 A    
Testigo Metanol 30 % 0,00 A    
Extracto Etanol 10 % 1,40 A B   
Testigo Etanol 20 % 1,60 A B   
Extracto Aceite de Oliva 10 % 2,80 A B C  
Testigo Aceite de Oliva 10 % 3,00 A B C  
Extracto Etanol 20 % 4,40 A B C D 
Extracto Metanol 10 % 6,40  B C D 




Testigo Etanol 30 % 7,40   C D 
Extracto Metanol 30 % 7,40   C D 
Testigo Aceite de Oliva 30 % 7,60   C D 
Extracto Etanol 30 % 7,60   C D 
Extracto Aceite de Oliva 20 % 7,80   C D 
Testigo Aceite de Oliva 20 % 8,20   C D 
Extracto Aceite de Oliva 30 % 9,00    D 
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
Fuente: (Reyes, 2019). 
La prueba de Tukey al 5% muestra que hay diferencias altamente significativas (Tabla 
N° 21 y Tabla N° 22) en el control de Ralstonia solanacearum entre los tratamientos, en el 
ensayo realizado en laboratorio. Se observó que se forman 4 rangos de agrupación de los 
tratamientos. El rango en que se observó mayor control de la bacteria encontramos los 
siguientes tratamientos: Extracto Oleoso al 30% (9 mm), Extracto Etílico al 20% (6 mm), 
Extracto Etílico al 30% (7 mm), Extracto Metílico al 10% (8mm), Extracto Metílico al 20% 
(8mm), Extracto Metílico al 30% (9mm), Extracto Oleoso al 20% (8 mm), Solución Etílica al 
30% (7mm), Solución de Aceite de Oliva al 20% (8 mm), Solución de Aceite de Oliva al 30% 
(7 mm). Mientras que el rango en el que se observó un menor efecto de control 
encontramos a los siguientes tratamientos: Extracto Etílico al 20% (6 mm), Extracto Etílico 
al 30% (7 mm), Extracto Metílico al 10% (8mm), Extracto Metílico al 20% (8mm), Extracto 
Metílico al 30% (9mm), Extracto Oleoso al 20% (8 mm), Solución Etílica al 30% (7mm), 
Solución de Aceite de Oliva al 20% (8 mm), Solución de Aceite de Oliva al 30% (7 mm), 
Extracto Etílico al 10% (0mm), Extracto Oleoso al 10% (0 mm), Solución Etílica al 10% 
(0mm), Solución Etílica al 20% (0mm), Solución Metílica al 10% (0mm), Solución Metílica al 
20% (0mm), Solución Metílica al 30% (0mm), Solución de Aceite de Oliva al 10% (0 mm), 
Agua (0mm), Hidróxido de Cobre (0mm), Carbendazim (0mm).  
2.3) Ensayo 2 (Momento 2): Segunda Parte 
Para la evaluación de los resultados en el momento 2, parte 2; se ha tomado en consideración 
los siguientes tratamientos (Tabla N° 10) realizando Análisis de Varianza y Pruebas de Tukey 




Tabla N° 23: Análisis de Varianza de los halos de inhibición resultantes del efecto de los 
tratamientos evaluados sobre Ralstonia solanacearum. En ensayos realizados entre el 2 y 4 de 










Tratamiento 5348,69 21 254,70 <0,0001 * * 
Error 1084,80   88 12,33  
Total 6433,49 109   
Fuente: (Reyes, 2019). 
La Prueba de Tukey al 5% muestra que existe diferencias altamente significativas entre los 
tratamientos. 
 Coeficiente de Variación (CV): 66,13 
 Media: 5,31 mm 
Tabla N° 24: Prueba de Tukey al 5% de los halos de inhibición resultantes del efecto de los 
tratamientos evaluados sobre Ralstonia solanacearum. En ensayos realizados entre el 2 y 4 de 
julio de 2019 (Segunda Parte). 
Tratamientos Medias Orden de los Rangos 
Aceite de Oliva + Polyether  30 % 0,00 A   
Aceite de Oliva + Polyether  15 % 0,00 A   
Aceite de Oliva + Polyether  20 % 0,00 A   
Aceite Vegetal + Polyether  20 % 0,00 A   
Aceite Vegetal + Polyether  30 % 0,00 A   
Aceite Vegetal + Polyether  15 % 0,00 A   
Aceite Vegetal + Polyether  10 % 0,00 A   
Aceite de Oliva + Polyether  10 % 0,00 A   
Aceite Vegetal 15 % 2,00 A B  
Aceite de Oliva 30 % 3,40 A B  
Aceite Vegetal 5 % 3,60 A B  
Aceite de Oliva 5 % 3,80 A B  
Aceite Vegetal + Polyether  5 % 5,00 A B  




Aceite Vegetal 30 % 5,40 A B  
Aceite de Oliva + Polyether  5 % 6,80 A B  
Aceite de Oliva 10 % 7,20 A B  
Aceite de Oliva 15 % 7,80 A B  
Aceite de Oliva 20 % 8,20 A B  
Aceite Vegetal 10 % 8,80  B  
Testigo Positivo (Sulfato de Cobre 
Pentahidratado) 
20,80   C 
Testigo Positivo (Sulfato de Estreptomicina)  28,80   C 
Medias con una letra común no son significativamente diferentes (p > 0,05) 
Fuente: (Reyes, 2019). 
La prueba de Tukey al 5% muestra que hay diferencias altamente significativas (Tabla 
N° 23 y Tabla N° 24) en el control de Ralstonia solanacearum entre los tratamientos, en el 
ensayo realizado en laboratorio. Se observó que se forman 3 rangos de agrupación de los 
tratamientos. El rango en que se observó mayor control de la bacteria encontramos los 
siguientes tratamientos: Sulfato de Estreptomicina (29 mm) (Figura N° 68), Sulfato de Cobre 
Pentahidratado (21 mm) (Figura N° 69), Solución de Aceite Vegetal 10% (9mm), Solución de 
Aceite de Oliva al 5% (0 mm), Solución de Aceite de Oliva al 10 % (9 mm), Solución de Aceite 
de Oliva al 15 % (9mm), Solución de Aceite de Oliva 20% (10mm), Solución de Aceite de 
Oliva al 30% (0 mm), Solución de Aceite de Oliva más Polyether   al 5% (8mm), Solución de 
Aceite Vegetal de Girasol al 5% (0 mm), Solución de Aceite Vegetal de Girasol al 15% (0 
mm), Solución de Aceite Vegetal de Girasol al 20% (8 mm), Solución de Aceite Vegetal de 
Girasol al 30% (8 mm), Solución de Aceite Vegetal de Girasol más Polyether al 5% (8 mm). 
Mientras que el rango en el que se observó un menor efecto de control encontramos a los 
siguientes tratamientos: Solución de Aceite de Oliva al 5% (0 mm), Solución de Aceite de 
Oliva al 10 % (9 mm), Solución de Aceite de Oliva al 15 % (9mm), Solución de Aceite de 
Oliva 20% (10mm), Solución de Aceite de Oliva al 30% (0 mm), Solución de Aceite de Oliva 
más Polyether al 5% (8mm), Solución de Aceite Vegetal de Girasol al 5% (0 mm), Solución 
de Aceite Vegetal de Girasol al 15% (0 mm), Solución de Aceite Vegetal de Girasol al 20% (8 
mm), Solución de Aceite Vegetal de Girasol al 30% (8 mm), Solución de Aceite Vegetal de 
Girasol más Polyether al 5% (8 mm), Solución de Aceite de Oliva más Polyether al 10% (0 
mm), Solución de Aceite de Oliva más Polyether al 15% (0 mm), Solución de Aceite de Oliva 




Solución de Aceite Vegetal de Girasol más Polyether al 10% (0 mm), Solución de Aceite 
Vegetal de Girasol más Polyether al 15% (0 mm), Solución de Aceite Vegetal de Girasol más 
Polyether al 20% (0 mm), Solución de Aceite Vegetal de Girasol más Polyether al 30% (0 mm). 
 
Estos resultados son similares a los propuestos en el estudio “LA FLOR DE MUERTOS 
CONTRA EL MICROMUNDO” por UNAM, (s.f.) donde a pesar de que dejaron macerar por 
más días (14 días) y colocaron las partes separadas de la planta (tallo y flores) en etanol también 
presentaron crecimiento de bacterias, en mayor cantidad en el extracto del tallo. En las cajas 
con extractos tanto de flor como de tallo de T. erecta, las bacterias que se desarrollaron, fueron 
únicamente Gram (-). 
 
Por el contrario, Torres et al., (2014) En el estudio “Manejo de Ralstonia solanacearum raza 2 
a través de productos químicos y biológicos” presenta resultados diferentes a los mostrados 
pues ellos hacen referencia que el hidróxido de cobre en todas las dosis evaluadas fue el 
tratamiento más efectivo para el control lo que difiere de la presente investigación donde el 
hidróxido de cobre no funcionó en el control de R. solanacearum. 
 
En el estudio “Ralstonia solanacearum: Una enfermedad bacteriana de importancia 
cuarentenaria en el cultivo de Solanum tuberosum L.” propuesto por Rueda et al., (2014) al 
realizar extractos etanólicos en diferentes dosis muestran resultados positivos para el control 
biológico contra bacterias fitopatógenas Ralstonia solanacearum, Erwinia amylovora, 
utilizando la especie Larrea tridentata más conocida como la gobernadora mostrando una 
excelente acción bactericida contra R. solanacearum.  
Que similar a Barrera et al., (2009): en su estudio “CARACTERIZACIÓN FÍSICA Y 
TAMIZAJE FITOQUÍMICO DE LA ESPECIE Tagetes erecta Lin.” nos muestra que otras 
especies del género Tagetes como T. lunulata L. y T. patula L. han tenido mejores efectos 
fungicidas y bactericidas que T. erecta, mediante la aplicación directa de extractos acuosos a 
cultivos agrícolas.  
Según Thais et al., (2015) en su estudio “Biological control of eucalyptus bacterial wilt with 
rhizobacteria” ellos dicen que Bacilus thuringiensis y Bacilus cereus fueron seleccionados 
como posibles agentes de control biológico. B. thuringiensis cuando estaba en alta 
población, producía compuestos volátiles que inhibían el crecimiento y la multiplicación 
de R. solanacearum. Esta cepa no produce amonio, pero produce cianuro de hidrógeno 




de retrasar en dos días el crecimiento de R. solanacearum. Añaden que el marchitamiento 
bacteriano controlado por B. cereus se debe principalmente a la producción de sideróforos 
(agentes quelantes para secuestrar hierro en presencia de otros metales). Y el producto 
comercial Rizolyptus (una formulación comercial de varias rizobacterias obtenidas de la 
rizosfera y el rizoplano de plantas de tomate y eucalipto) disminuyeron la incidencia de 
marchitez bacteriana en eucalipto. 
De acuerdo con Soto et al., (2018) en su estudio “Extractos de Tagetes patula L. (Asteraceae): 
un potencial bactericida contra el Moko” donde el género Tagetes en extracto metanólico de 
hojas no tiene actividad bactericida, mientras que el extracto metanólico de flores si posee una 
actividad bactericida, pero depende de las concentraciones; siendo R solanacearum sensible a 
los aceites esenciales del género Tagetes. 
El estudio “Efecto de prácticas ecológicas sobre la población de Ralstonia solanacearum 
Smith, causante de moko de plátano” propuesto por Arenas et al., (s.f.), ellos igual evalúan al 
género Tagetes inoculando el suelo en condiciones de invernadero con resultados relevantes 
en la reducción de la población de Ralstonia solanacearum en un 84,7 %. 
 
Figura N° 68: Halos de inhibición con 
Sulfato de Estreptomicina. 
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Figura N° 69: Halos de inhibición con 
Sulfato de Cobre Pentahidratado. 








3. CARACTERIZACIÓN DE LOS EXTRACTOS ALCOHÓLICOS MEDIANTE UN 
TAMIZAJE FITOQUÍMICO 
Los principales grupos de constituyentes químicos de Tagetes erecta (Tabla N° 25) son: 
Tabla N° 25. Resultados del análisis del Tamizaje Fitoquímico del Extracto Alcohólico de 
Tagetes erecta. 
ENSAYO PRESENCIA ETANOL METANOL 
SUDAN Compuestos grasos Positivo (+ + +) Positivo (+ + +) 
FEHLING Azúcares reductores Positivo (+ + +) Positivo (+ + +) 
MAYER Alcaloides (No especifica) Negativo (-) Positivo (+ + +) 
CATEQUINA Catequinas Positivo (+ + +) Positivo (+ + +) 
WAGNER Alcaloides Positivo (+ + +) Positivo (+ + +) 
DRAGENDORFF Alcaloides Positivo (+ + +) Positivo (+ + +) 
BALJET Compuestos con 
agrupamiento lactónico  
Positivo (+ + +) Positivo (+ + +) 
BUCHARD Triterpenos y/o esteroides Negativo (-) Negativo (-) 
CLORURO FÉRRICO 
(Cl Fe3) 
Compuestos fenólicos y 
taninos 
Positivo (+ + +) Positivo (+ + +) 
BORNTRAGER Quinonas Positivo (+ + +) Positivo (+ + +) 
SHINODA Flavonoides Negativo (-) Positivo (+ + +) 
RESINAS Resinas Negativo (-) Negativo (-) 
Fuente: (Reyes, 2019). 
 
En el tamizaje fitoquímico, la planta (tallo, hojas, flores) macerado con alcohol (etanol y 
metanol) se mostraron los siguientes resultados (Tabla N° 25), (Figura N° 70):  
 
3.1 En etanol y metanol en el ensayo de Sudan hubo presencia de compuestos grasos, en el 
ensayo de Fehling presento azúcares reductores, en el ensayo de Catequinas hubo presencia de 
catequinas, en el ensayo de Wagner presentó alcaloides, en Baljet hubo presencia de 
compuestos con agrupamiento lactónico (en particular Coumarinas), en el ensayo de Cloruro 
Férrico hubo presencia de compuestos fenólicos, taninos y en el ensayo de Borntrager presentó 




Los resultados encontrados en el presente estudio concuerdan con lo determinado por Barrera 
et al., (2009) en su estudio “CARACTERIZACIÓN FÍSICA Y TAMIZAJE FITOQUÍMICO 
DE LA ESPECIE Tagetes erecta Lin”. Donde el encontró: Alcaloides en los extractos de la 
flor, las hojas, las raíces y los tallos; Coumarinas en las flores y en las hojas; Fenoles y Taninos 
en flores, las hojas y los tallos; Azúcares Reductores, importantes como metabolitos 
energéticos, aparecen en todas las partes de la planta excepto en las raíces, pero predominan en 
el extracto alcohólico de las flores. Mientras que en las quinonas difieren ya que con el método 
de Borntranger no se detectan. 
Resultados similares a los de Pupo et al., (2009) en su estudio “Efecto del extracto crudo de 
hojas de Tagetes erecta L. en el control de cuatro hongos patógenos de hortalizas en 
condiciones “in vitro”” donde ellos en el tamizaje fitoquímico tuvieron la presencia de varios 
metabolitos secundarios entre ellos alcaloides, taninos pirogalotánicos, coumarinas y azúcares 
reductores. 
Al igual que Solórzano (2014) en su estudio “Identificación y cuantificación de flavonoides en 
los extractos etanólicos de (Tagetes sp), (Tagetes multiflora) Y (Tagetes zipaquirensis) por 
métodos cromatográficos” en el ensayo de Cloruro Férrico tiene una elevada cantidad de 
compuestos fenólicos y taninos; en el ensayo de Borntrager presencia de quinonas; en el ensayo 
de Baljet existe la presencia de compuestos lactónicos; en el ensayo de Sudan la presencia de 
compuestos grasos (lípidos y/o aceites esenciales). 
En lo que respecta al ensayo de Catequinas Solórzano (2014) dice que no hubo presencia de 
este compuesto en el extracto etanólico. 
 
3.2 En el ensayo de Mayer en etanol hubo presencia no específica de alcaloides, en el ensayo 
de Mayer en metanol si existe presencia de alcaloides.  En el ensayo de Shinoda en metanol 
existe la presencia de flavonoides, que en el ensayo de Shinoda en etanol no existe flavonoides.  
Guardando concordancia con el estudio realizado por Barrera et al., (2009) donde determinó 
que los flavonoides predominan en las hojas y son de diferentes sub-familias, donde además 
de flavonol, las flavononas y flavonas hay antocianidinas, las que forman puentes con el 
colágeno. 
A diferencia de Solórzano (2014) que en el ensayo de Shinoda en etanol tiene presencia de 





3.3 En etanol y metanol en el ensayo de Buchard no hubo la presencia de triterpenos y/o 
esteroides, ni de resinas.  
Resultados similares a los expresados en el estudio de Barrera et al., (2009). Donde tampoco 
hubo presencia de triterpenos y/o esteroides, ni de resinas en ninguna parte de la planta. Y 
similares a los de Solórzano (2014) que en el ensayo de Resinas no existe la presencia del 
compuesto. 
Resultados contrarios con Pupo et al., (2009) donde en el extracto etanólico evidencio la 
presencia de resinas. Y a los de Solórzano (2014) que en el ensayo de Buchard existe la 
presencia de triterpenos y/o esteroides en bajas cantidades. 
 
Figura  N° 70: Resultados del Tamizaje Fitoquímico de los extractos alcohólicos (Etanol y 






1. Se acepta la hipótesis alternativa  H1 “Al menos una de las dosis de los extractos de la Flor 
de Muerto (Tagetes erecta L.) tienen efecto en el control de la Marchitez Bacteriana 
(Ralstonia solanacearum Smith.)”. 
 
2. De las concentraciones evaluadas de los extractos alcohólicos con Tagetes erecta en 
confrontación a la bacteria Ralstonia solanacearum. Las que mejores resultados 
presentaron fueron las concentraciones de 50 y 100 % de los extractos alcohólicos (Metanol 
y Etanol), mientras que en el extracto oleoso (Aceite de Oliva) al 30 % y el extracto metílico 
al 30 % de Tagetes erecta presentaron buenos resultados en el control de la marchitez 
bacteriana.  
 
3. El Sulfato de Cobre Pentahidratado y el Sulfato de Estreptomicina fueron los productos con 
los mejores resultados en el control de la bacteria Ralstonia solanacearum en comparación 
con todos los productos utilizados. 
 
4. En el tamizaje fitoquímico, la planta (tallo, hojas, flores) macerado con alcohol (etanol y 
metanol) se mostraron los siguientes resultados: en etanol y metanol hubo presencia de 
compuestos grasos, azúcares reductores, catequinas, alcaloides, compuestos con 
agrupamiento lactónico (en particular Coumarinas), compuestos fenólicos, taninos y 
quinonas. En etanol no hubo presencia de alcaloides, en metanol si existe alcaloides.  En 
metanol existe la presencia de flavonoides, que en etanol no existe. En etanol y metanol no 
hubo la presencia de triterpenos y/o esteroides, ni de resinas. Tagetes erecta presentó 
alcaloides y taninos en etanol y metanol, flavonoides en metanol por lo cual se puede 
utilizar como bactericida, pero en altas concentraciones para bacterias de similares 








1. Se recomienda la búsqueda de otros productos para el control de la bacteria Ralstonia 
solanacearum. 
 
2. Utilizar otras especies del género Tagetes.  
 
3. Realizar más investigaciones probando otras concentraciones y otros líquidos de 
extracción.  
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Anexo N° 1: Muestras de la colonia de 
Ralstonia solanacearum coloreadas con 
tinción de Gram. 
Fuente: (Vivas et al., 2009). 
 
Anexo N° 2: Muestras de la colonia de 
Ralstonia solanacearum coloreadas con 
tinción de Gram. 
Fuente: (Vivas et al., 2009). 
 
Anexo N° 3: Extractos alcoholicos de 
Tagetes erecta. 
Fotografía: (Reyes, 2009). 
 
Anexo N° 4: Extractos oleosos de Tagetes 
erecta. 
Fotografía: (Reyes, 2009). 
 
Anexo N° 5: Ubicación del Laboratorio de 
Fitopatología de la Facultad de Recursos 
 
Anexo N° 6: Ubicación del Laboratorio de 





Fuente: (Google Maps, 2019). 
de Ciencias. 
Fuente: (Google Maps, 2019). 
 
Anexo N° 7: Ubicación de los 
Laboratorios de Productos Naturales, de 
Tecnología Farmacéutica y de Análisis 
Bioquímico y Bacteriológico de la 
Facultad de Ciencias. 
Fuente: (Google Maps, 2019). 
 
Anexo N° 8: Muestra herborizada.  
Fotografía: (Reyes, 2019). 
 
Anexo N° 9: Árbol infectado con R 
solanacearum.  



















Anexo N° 11: Tabla del porcentaje de inhibición a las 24 horas (Ensayo 1. Momento 1). 
Concentraciones 
/ Repeticiones 











R1 - 25% 100 100      
R2 - 25% 100 100      
R3 - 25% 100 100      
R4 - 25% 100 100      
R5 - 25% 100 100      
R1 - 50% 100 100      
R2 - 50% 100 100      
R3 - 50% 100 100      
R4 - 50% 100 100      
R5 - 50% 100 100      
R1 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R2 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R3 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R4 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R5 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
 
Anexo N° 12: Tabla del porcentaje de inhibición a las 48 horas (Ensayo 1. Momento 1). 
Concentraciones 
/ Repeticiones 











R1 - 25% 100 100      
R2 - 25% 100 100      
R3 - 25% 100 100      
R4 - 25% 100 100      
R5 - 25% 100 100      
R1 - 50% 100 100      
R2 - 50% 100 100      




R4 - 50% 100 100      
R5 - 50% 100 100      
R1 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R2 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R3 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R4 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R5 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
 
Anexo N° 13: Tabla del porcentaje de inhibición a las 72 horas (Ensayo 1. Momento 1). 
Concentraciones 
/ Repeticiones 











R1 - 25% 100 100      
R2 - 25% 100 100      
R3 - 25% 100 100      
R4 - 25% 100 100      
R5 - 25% 100 100      
R1 - 50% 100 100      
R2 - 50% 100 100      
R3 - 50% 100 100      
R4 - 50% 100 100      
R5 - 50% 100 100      
R1 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R2 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R3 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R4 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 








Anexo N° 14: Tabla del porcentaje de inhibición a las 96 horas (Ensayo 1. Momento 1). 
Concentraciones 
/ Repeticiones 











R1 - 25% 100 92      
R2 - 25% 95 100      
R3 - 25% 100 95      
R4 - 25% 90 100      
R5 - 25% 94 98      
R1 - 50% 100 100      
R2 - 50% 100 100      
R3 - 50% 100 100      
R4 - 50% 100 100      
R5 - 50% 100 100      
R1 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R2 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R3 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R4 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R5 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
 
Anexo N° 15: Tabla del porcentaje de inhibición a las 120 horas (Ensayo 1. Momento 1). 
Concentraciones 
/ Repeticiones 











R1 - 25% 100 89      
R2 - 25% 92 100      
R3 - 25% 100 90      
R4 - 25% 88 100      
R5 - 25% 89 94      
R1 - 50% 100 100      
R2 - 50% 100 100      




R4 - 50% 100 100      
R5 - 50% 100 100      
R1 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R2 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R3 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R4 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
R5 - 100% 100 100 100 100 100 0 0 
 
















R1 - 10% 0 0 0 0 0 8 
R2 - 10%  0 8 7 0 0 0 
R3 - 10% 0 7 0 0 0 0 
R4 - 10% 0 9 0 0 0 0 
R5 - 10% 7 8 7 0 0 7 
R1 - 20% 8 0 8 0 0 9 
R2 - 20% 6 9 7 0 0 9 
R3 - 20% 0 8 8 0 0 9 
R4 - 20% 0 9 8 0 0 9 
R5 - 20% 8 8 8 8 0 8 
R1 - 30% 7 0 9 8 0 10 
R2 - 30% 7 8 9 8 0 7 
R3 - 30% 8 9 10 7 0 7 
R4 - 30% 7 10 7 7 0 7 
R5 - 30% 9 10 10 7 0 7 
 Agua 
 
Hidróxido de Cobre Carbendazim 
 R1 0 R1 0 R1 0 
 R2 0 R2 0 R2 0 




 R4 0 R4 0 R4 0 
 R5 0 R5 0 R5 0 
 








T. Aceite de Oliva 
+ Polyether 
T. Aceite Vegetal 
+ Polyether 
R1 - 5% 0 0 12 9 
R2 - 5%  8 0 14 8 
R3 - 5% 0 9 0 8 
R4 - 5% 0 0 0 0 
R5 - 5% 11 9 8 0 
R1 - 10% 9 9 0 0 
R2 - 10%  9 9 0 0 
R3 - 10% 10 8 0 0 
R4 - 10% 0 10 0 0 
R5 - 10% 8 8 0 0 
R1 - 15% 11 0 0 0 
R2 - 15%  8 0 0 0 
R3 - 15% 9 10 0 0 
R4 - 15% 0 0 0 0 
R5 - 15% 11 0 0 0 
R1 - 20% 9 8 0 0 
R2 - 20% 0 0 0 0 
R3 - 20% 10 9 0 0 
R4 - 20% 11 0 0 0 
R5 - 20% 11 9 0 0 
R1 - 30% 8 10 0 0 
R2 - 30% 0 0 0 0 
R3 - 30% 9 8 0 0 
R4 - 30% 0 0 0 0 




Sulfato de Cobre Pentahidratado Sulfato de Estreptomicina 
R1 18 R1 30 
R2 23 R2 29 
R3 21 R3 30 
R4 20 R4 27 
R5 22 R5 28 
 
